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DESCRIPCION
Anticuerpos de un solo dominio estabilizados
Campo de la invencion

La presente invencién proporciona constructos polipeptidicos heteroespecificos que comprenden uno o mas
anticuerpos de un solo dominio tal como se definen en las reivindicaciones, teniendo dichos constructos estabilidad
in vivo mejorada, y su uso en diagndstico y terapia.

Antecedentes de la invencion

Los agentes terapéuticos polipeptidicos y en particular los agentes terapéuticos basados en anticuerpos tienen un
potencial significativo como farmacos puesto que tienen una especificidad exquisita para su diana y una baja
toxicidad inherente. Sin embargo, para ser eficaces como agente terapéutico, debe optimizarse su perfil
farmacocinético. La mayoria de las aplicaciones de anticuerpos actuales son para trastornos agudos. Sin embargo,
existen oportunidades significativas para desarrollar agentes terapéuticos de anticuerpos para estados crénicos.
Esto requerira grandes dosis de proteina a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. Puesto que el coste de la
produccion de anticuerpos en células de mamiferos es alto, se ha desistido del desarrollo de agentes terapéuticos
de anticuerpos tradicionales para estas aplicaciones. Un enfoque alternativo ha sido expresar fragmentos de
anticuerpos tales como Fab o Fv de cadena sencilla en sistemas de expresion microbianos tales como de levaduras
y bacterias. Sin embargo, estos fragmentos tienen tiempos de circulacion muy cortos in vivo.

Algunos de los enfoques iniciales para aumentar la circulacion en el torrente sanguineo de proteinas y péptidos se
basaron en modificaciéon quimica, tal como pegilacion (documento US 4.179.337). Ejemplos de tales productos son
PEG-intron, es decir, interferén alfa-2b pegilado para el tratamiento de VHC, y el tratamiento de un trastorno crénico
con anticuerpos modificados con PEG (A.P Chapman, Adv. Drug Delivery Reviews (2002), 54, 531-545). Sin
embargo, tales métodos quimicos presentan varias desventajas, tales como inactivacion de la proteina o el péptido
diana debido a la modificacidon quimica de determinadas cadenas laterales de aminoacidos, inestabilidad de la
proteina/del péptido diana durante la reaccién quimica.

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado enfoques alternativos, en primer lugar usando proteinas no
convencionales o modificaciones, en segundo lugar usando métodos alternativos para aumentar la semivida in vivo.
Por tanto, puede llevarse a cabo la estabilizacion del farmaco proteico eligiendo un andamiaje proteico
inherentemente estable y proporcionando métodos para unir tal andamiaje a proteinas plasmaticas que aparecen a
altas concentraciones, tales como inmunoglobulinas o albumina. La unién a una proteina plasmatica puede ser un
medio eficaz para mejorar las propiedades farmacocinéticas de moléculas en general. De manera mas precisa, se
ha descrito la unién a albumina para mejorar la semivida de proteinas: M.S. Dennis et al. (J. Biol. Chem. 33, 2383-
90, 2002) aislaron péptidos que tenian afinidad por albumina sérica. Cuando se unen a una molécula de Fab, se
obtuvieron semividas comparables a Fab pegilados. Se han dado a conocer ligandos peptidicos que tienen afinidad
por IgG o albumina sérica (documento WO 01/45746). Cemu Bioteknik (Nygren, Wigzell, Uhlen, documentos EP
486525 B1; US 6.267.964) descubrieron fusiones de proteinas o péptidos activos frente a polipéptidos de origen
bacteriano que se unen a albumina sérica (por ejemplo, estaf. A). El inconveniente de estos enfoques basados en
péptidos es que los péptidos tienen que plegarse de manera apropiada y ser accesibles para la unién a albumina
sérica cuando se fusionan a la proteina terapéutica. Por tanto, estos péptidos son inherentemente inestables y
tienen afinidades en el rango submicromolar en vez del rango subnanomolar o nanomolar bajo, como es el caso con
anticuerpos convencionales. Como parte de una proteina mas grande, tal como una molécula de anticuerpo
convencional, la unién de estos péptidos a albumina puede estar impedida estéricamente.

Una molécula hibrida alternativa con dos unidades funcionales se basa en un anticuerpo heteroespecifico. Un
hibrido de este tipo consistira en un constructo de anticuerpo bifuncional o heteroespecifico con una entidad que
tiene especificidad y afinidad por la diana, teniendo la segunda entidad especificidad y afinidad por una proteina
sérica, tal como albumina. Sin embargo, tales constructos heteroespecificos basados en anticuerpos o fragmentos
Fab convencionales tienen varios inconvenientes importantes: son grandes moléculas complejas compuestas por
dos cadenas polipeptidicas (VH y VL) y por tanto son dificiles y caros de producir en grandes cantidades en
sistemas de expresion de mamiferos. Ademas, producir anticuerpos bifuncionales compuestos por 4 cadenas (2 VH
y 2 VL) tiene el riesgo inherente de dar como resultado moléculas con las combinaciones VH-VL improductivas y la
consiguiente pérdida de actividad. Se han intentado varias alternativas con resultados dispares basandose en
derivados peptidicos de anticuerpos convencionales, tales como diacuerpos y scFv bifuncionales (documentos
WO00220615; W0O9413804; WO9119739; W09409131). Holliger et al (Nature Biotech. 15, 632-636, 1979) sugieren
que la unién de uno de los de fragmentos de anticuerpo de un diacuerpo (constructo biespecifico derivado de un
anticuerpo convencional) a inmunoglobulina sérica (IgG) puede prolongar el tiempo de permanencia en suero de
tales diacuerpos pero no se realiza ninguna sugerencia de que puedan estabilizarse diacuerpos biespecificos
usando anticuerpos contra una proteina sérica distinta de la IgG sérica. Se sabe que los diacuerpos son
inherentemente dificiles de producir debido a la pegajosidad de su superficie expuesta y debido a asociaciones no
productivas entre las cuatro regiones V diferentes (2 VH + 2 VL).

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2466716 T3

La union covalente a proteinas séricas tal como se da a conocer, por ejemplo, en los documentos EP0793506B1,
US 5.612.034, 6.103.233 y US20020003441, usando grupos reactivos que forman enlaces covalentes estables a
una proteina sérica o a una célula, tienen la desventaja inherente de la modificacion no deseada de la diana a través
de los grupos reactivos.

Se han descrito fusiones a grandes proteinas de larga vida tales como albumina (Syed et al, Blood 89, 3243-3252
(1997), Yen et al, PNAS 89, 1904-1908 (1992); Celltech (documento WO0027435)) o fusiones N-terminales de
polipéptidos de albumina (Delta Biotech/HGS, documentos US 5.380.712, US 5.766.883) o la parte Fc de IgG
(Capon et al, Nature 337, 59-5-531(1989); Ashkenazi et al, Curr. Op. Immunol. 9, 195-200 (1997)). Tales fusiones
tienen la desventaja de una produccion ineficaz y de producir reacciones inmunolégicas no deseadas.

Muyldermans, Rev. Mol. Biotechnol., 2001, 74, 277-302 describe constructos de union a antigeno bivalentes y
biespecificos paramados a partir de dominios VHH.

Smith et al., Bioconjugate Chem. 2001, 12 750-756 describen F(ab’), biespecificos con especificidad por albumina
sérica de rata que tiene un mayor area bajo la curva en comparacién con un F(ab’); sin especificidad frente a
albdmina.

El documento EP 0 368 684 A1 describe que un segundo sitio de unién para un componente sérico prolongaria la
funcién efectora de un ligando de un solo dominio.

En el documento US 5.055.289 se ha descrito un complejo de interferon con un anticuerpo monoclonal para
aumentar la semivida sérica de interferon. Tal enfoque tiene el riesgo inherente de afectar la actividad biolégica del
interferén puesto que el tamario del constructo plantea el problema del impedimento estérico.

Los objetivos de la presente invencion

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar constructos polipeptidicos de anticuerpos heteroespecificos
terapéuticos que superen los problemas de los anticuerpos terapéuticos de la técnica, concretamente, baja semivida
in vivo, mal plegamiento, baja expresion y escasa estabilidad. Un objetivo adicional de la presente invencion es
proporcionar métodos para proporcionar dichos anticuerpos heteroespecificos.

Sumario de la invencion

Una realizacién de la presente invencion es un constructo polipeptidico que comprende:

- al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una diana terapéutica y/o de diagndstico, y

- al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una proteina sérica, tal como se define en las
reivindicaciones.

Especificamente, la invencion se refiere a un constructo polipeptidico que comprende:

- al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una diana terapéutica y/o de diagndstico, y

- al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra albumina sérica humana, que es

a) SEQIDNO: 1,0

b) un anticuerpo VHH de Camelidae humanizado que es una secuencia homologa que presenta una identidad de
secuencia de mas del 90% con una secuencia representada por SEQ ID NO: 1, y que da reaccion cruzada entre
albumina sérica de cerdo, humana, de ratén, de hamster y de conejo.

2. Un constructo polipeptidico segun el punto 1, en el que:

- el numero de anticuerpos de un solo dominio anti-diana es de al menos dos, y

- al menos dos anticuerpos de un solo dominio anti-diana no comparten la misma secuencia, o todos los anticuerpos
de un solo dominio anti-diana comparten la misma secuencia.

3. Un constructo polipeptidico seguin el punto 1 6 2, en el que el al menos un anticuerpo de un solo dominio que es
un anticuerpo VHH de Camelidae humanizado y que es una secuencia homodloga que presenta una identidad de
secuencia de mas del 90% con una secuencia representada por SEQ ID NO: 1 puede unirse a su diana con una
afinidad mejor que 10 M.

4. Un constructo polipeptidico seguin cualquiera de los puntos 1 a 3, en el que una diana es TNF-alfa.
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5. Un constructo polipeptidico segun cualquiera de los puntos 1 a 3, en el que una diana es VWF
6. Un acido nucleico que codifica para un constructo polipeptidico segun cualquiera de los puntos 1 a 5.
Breve descripcion de las figuras y tablas

Figura 1: ELISA de fago para mostrar que nanocuerpos especificos de HSA estan presentes en la biblioteca tal
como se describe en el ejemplo 4.

Figura 2: Unién de fagos que expresan los agentes de unién a albumina, a plasma sometido a transferencia sobre
nitrocelulosa tal como se describe en el ejemplo 8.

Figura 3: Tincion de Coomassie de muestras de plasma en SDS-PAGE tal como se describe en el ejemplo 8.

Figura 4: Union de nanocuerpos purificados a albumina de ratén tal como se determina mediante ELISA tal como se
describe en el ejemplo 10.

Figura 5: Sitio de clonacion multiple de PAX011 para la construccién de nanocuerpos biespecificos tal como se
describe en el ejemplo 11.

Figura 6: ELISA de tipo sandwich para mostrar la funcionalidad de ambos nanocuerpos en el constructo biespecifico
tal como se describe en el ejemplo 12.

Figura 7: Optimizacion de ELISA para determinar la concentracion de nanocuerpos en plasma al 10% o en sangre al
10% tal como se describe en el ejemplo 14.

Figura 8: Farmacocinética para el nanocuerpo anti-TNF-o. monovalente en ratones tal como se determina mediante
ELISA tal como se describe en el ejemplo 16.

Figura 9: Farmacocinética para el nanocuerpo biespecifico MSA21/TNF3E en ratones tal como se determina
mediante ELISA tal como se describe en el ejemplo 16.

Figura 10: Farmacocinética para el nanocuerpo biespecifico MSA21/TNF3E en ratones tal como se determina
mediante ELISA con K208 en comparacion con URL49 tal como se describe en el ejemplo 16.

Figura 11: Farmacocinética para el nanocuerpo biespecifico MSA24/TNF3E en ratones tal como se determina
mediante ELISA tal como se describe en el ejemplo 16.

Figura 12: Unién a vVWF tal como se determina mediante ELISA, por VHH purificado tal como se describe en el
ejemplo 23.

Figura 13: ELISA para someter a prueba la inhibicion por VHH de la uniéon de vWF a colageno tal como se describe
en el ejemplo 24.

Figura 14: ELISA de tipo sandwich que muestra la funcionalidad de ambos VHH en un constructo biespecifico tal
como se describe en el ejemplo 27.

Tabla 1: Esquema de inmunizacioén segun el ejemplo 1.

Tabla 2: Resultados tras una y dos tandas de cribado con albimina sérica de raton tal como se describe en el
ejemplo 5.

Tabla 3: Se seleccionaron clones tras una y dos tandas de seleccién y se prepararon extractos periplasmaticos. Se
analizaron estos clones en ELISA para determinar la unién a albumina humana y de ratén tal como se describe en el
ejemplo 6.

Tabla 4: Lista de secuencias.

Tabla 5: Afinidades (koff, kon y KD) para agentes de union a albumina tal como se determina mediante BIACORE tal
como se describe en el ejemplo 13.

Tabla 6: Resultados para el ensayo de LAL para nanocuerpos monovalentes y biespecificos tras purificacion en
polimixina tal como se describe en el ejemplo 15.

Tabla 7: Esquema de inmunizacion usado para la llama 002 segun el ejemplo 17.
Tabla 8: Unidades formadoras de placas (ufp) tras una o dos tandas de cribado con VWF en comparaciéon con PBS-
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caseina tal como se describe en el ejemplo 19. Ufp de vWF (antigeno) dividido entre ufp de caseina (una unién
especifica) = enriquecimiento.

Tabla 9: Numero de inhibidores frente al nimero de clones sometidos a prueba tras la primera y la segunda tanda de
cribado tal como se describe en el ejemplo 20.

Tabla 10: Concentracion de VHH (nM) necesaria para inhibir la union de vVWF a colageno en el 50% (CI150) tal como
se describe en el ejemplo 23.

Tabla 11: Valores de CI50 para nanocuerpos biespecificos contra albimina y contra VWF tal como se describe en el
ejemplo 28.

Tabla 12: Homologias fraccionadas entre las secuencias de aminoacidos de VHH anti-albumina sérica de ratén de la
invencion.

Tabla 13: Homologias fraccionadas entre VHH anti-TNF-alfa de la invencion.
Tabla 14: Homologias en porcentaje entre VHH anti-IFN-gamma de la invencion.
Tabla 15: Homologias fraccionadas entre VHH anti-vWF de la invencion.
Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se define en las
reivindicaciones que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio cada uno dirigido contra una(s)
proteina(s) sérica(s) de un sujeto, y uno o mas anticuerpos de un solo dominio cada uno dirigido contra una(s)
molécula(s) diana, y al hallazgo de que el constructo tiene una semivida prolongada significativamente en la
circulacién de dicho sujeto en comparacion con la semivida del anticuerpo de un solo dominio anti-diana cuando no
es parte de un constructo de este tipo.

Los anticuerpos de un solo dominio son anticuerpos cuyas regiones determinantes de complementariedad son parte
de un polipéptido de un solo dominio. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, los anticuerpos de cadena
pesada, los anticuerpos que carecen de manera natural de cadenas ligeras, los anticuerpos de un solo dominio
derivados de anticuerpos de 4 cadenas convencionales, los anticuerpos modificados mediante ingenieria y
andamiajes de un solo dominio distintos de los derivados de anticuerpos. Los anticuerpos de un solo dominio
pueden ser cualquier anticuerpo de un solo dominio de la técnica o futuro. Los anticuerpos de un solo dominio
pueden derivarse de cualquier especie incluyendo, pero sin limitarse a, ratéon, ser humano, camello, llama, cabra,
conejo, bovino. Segun un aspecto de la invencion, un anticuerpo de un solo dominio tal como se usa en el presente
documento es un anticuerpo de un solo dominio que se produce de manera natural conocido como anticuerpo de
cadena pesada carente de cadenas ligeras. Tales anticuerpos de un solo dominio se dan a conocer en el documento
WO 9404678, por ejemplo. Por motivos de claridad, este dominio variable derivado de un anticuerpo de cadena
pesada que carece de manera natural de cadena ligera se conoce en el presente documento como VHH o
nanocuerpo para distinguirlo de la VH convencional de las inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Una molécula de
VHH de este tipo puede derivarse de anticuerpos producidos en especies de Camelidae, por ejemplo, en camello,
dromedario, alpaca y guanaco. Otras especies ademas de Camelidae pueden producir anticuerpos de cadena
pesada que carecen de manera natural de cadena ligera; tales VHH estan dentro del alcance de la invencion.

El uno o mas anticuerpos de un solo dominio del constructo polipeptidico que se dirigen contra una diana pueden
tener la misma secuencia. Alternativamente pueden no tener todos la misma secuencia. Esta dentro del alcance de
la invencién que un constructo polipeptidico heteroespecifico comprenda anticuerpos de un solo dominio anti-diana
que no comparten todos la misma secuencia, pero que se dirigen contra la misma diana, o fragmento de la misma,
uno o mas antigenos de la misma.

Segun la presente invencion se proporcionan métodos para el uso de una pluralidad de anticuerpos de un solo
dominio anti-diana y/o anti-proteina sérica para aumentar la avidez y/o afinidad de la molécula heteroespecifica. De
esta manera, pueden ampliarse las semividas séricas de moléculas modificadas segun la invencion. Tal modificacion
modificara y/o ampliara la ventana terapéutica de una molécula terapéutica especifica. Esta flexibilidad no puede
lograrse con métodos alternativos en la técnica, tal como cuando se usan péptidos con especificidad frente a
proteinas séricas, diacuerpos que son dificiles de producir en forma multivalente, modificaciones quimicas (tales
como pegilacion, acilacion).

El uno o mas anticuerpos de un solo dominio del constructo polipeptidico que se dirigen contra una proteina sérica
pueden tener la misma secuencia. Alternativamente pueden no tener todos la misma secuencia. Esta dentro del
alcance de la invencién que un constructo polipeptidico heteroespecifico comprenda anticuerpos de un solo dominio
anti-proteina sérica que no comparten todos la misma secuencia, pero que se dirigen contra la proteina sérica, o
fragmento de la misma, uno o mas antigenos de la misma.
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En otra realizaciéon, uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana del constructo polipeptidico pueden
dirigirse contra mas de una diana (por ejemplo, VWF y colageno). De manera similar, los anticuerpos de un solo
dominio anti-proteina sérica del constructo polipeptidico pueden dirigirse contra mas de una proteina sérica (por
ejemplo, albumina sérica y fibrindgeno).

Los VHH, segun la presente invencion, y tal como conoce el destinatario experto, son dominios variables de cadena
pesada derivados de inmunoglobulinas que carecen de manera natural de cadenas ligeras tales como los derivados
de camélidos tal como se describe en el documento W09404678 (y denominados continuacion en el presente
documento dominios VHH o nanocuerpos). Las moléculas de VHH son aproximadamente 10 veces mas pequefas
que las moléculas de IgG. Son polipéptidos individuales y muy estables, que resisten condiciones extremas de pH y
temperatura. Ademas, son resistentes a la accidon de proteasas, lo que no es el caso para anticuerpos
convencionales. Ademas, la expresion in vitro de VHH produce VHH funcionales plegados apropiadamente, con alto
rendimiento. Ademas, los anticuerpos generados en camélidos reconoceran epitopos distintos de los reconocidos
por anticuerpos generados in vitro a través del uso de bibliotecas de anticuerpos o mediante inmunizacion de
mamiferos distintos de camélidos (documento WO 9749805). Como tales, los VHH anti-albumina pueden
interaccionar de una manera mas eficaz con albumina sérica que se sabe que es una proteina transportadora. Como
proteina transportadora, algunos de los epitopos de la albumina sérica pueden ser inaccesibles por proteinas,
péptidos y compuestos quimicos pequefios unidos. Puesto que se sabe que los VHH se unen a epitopos “poco
habituales” o no convencionales tales como cavidades (documento WO9749805), puede aumentarse la afinidad de
tales VHH frente a albdmina circulante.

La presente invencion también se refiere al hallazgo de que un constructo polipeptidico heteroespecifico que
comprende uno o mas VHH dirigidos contra una o mas proteinas séricas de un sujeto, y uno o mas VHH dirigidos
contra una o mas moléculas diana de dicho sujeto tiene sorprendentemente una semivida prolongada
significativamente en la circulacion de dicho sujeto en comparacion con la semivida del VHH anti-diana cuando no es
parte de dicho constructo. Ademas, tal semivida prolongada esta en el intervalo de varios dias debido a los VHH
anti-diana de alta afinidad en comparacion con varias horas cuando se usan péptidos de baja afinidad especificos
para albdimina (Dennis et al, JBC, 277, 35035). La ampliacion de la semivida se demuestra por los inventores en el
presente documento, por ejemplo, en el ejemplo 16, y mediante el polipéptido representado por SEQ ID NO: 5.
Ademas, se encontré que dicho constructo presentaba las mismas propiedades favorables de VHH tales como alta
estabilidad permaneciendo intacto en ratones durante al menos 19 dias (ejemplo 16), resistencia a pH extremo,
estabilidad a alta temperatura y alta afinidad por la diana.

Una diana segun la invenciéon es cualquier sustancia biolégica que puede unirse a un constructo polipeptidico
heteroespecifico de la invencion. Las dianas pueden ser, por ejemplo, proteinas, péptidos, acidos nucleicos, acidos
oligonucleicos, sacaridos, polisacaridos, glicoproteinas. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, dianas
terapéuticas, dianas de diagndstico, receptores, ligandos de receptor, proteinas de la cubierta viral, proteinas del
sistema inmunitario, hormonas, enzimas, antigenos, proteinas de sefalizaciéon celular, o un fragmento de los
mismos. Las dianas pueden ser una proteina nativa o un fragmento de la misma, una secuencia homadloga de la
misma, una parte funcional de la misma o una parte funcional de una secuencia homologa.

Las propiedades de anticuerpos de un solo dominio, en particular VHH, se comparan favorablemente con las de
anticuerpos derivados de fuentes tales como ratén, oveja, cabra, conejo, etc. (es decir, los anticuerpos tradicionales)
y derivados humanizados de los mismos. Los anticuerpos tradicionales no son estables a temperatura ambiente, y
tienen que refrigerarse durante la preparacion y el almacenamiento, requiriendo equipo de laboratorio,
almacenamiento y transporte refrigerados necesarios, que contribuyen al tiempo y los gastos. La refrigeracion a
veces no es factible en paises en vias de desarrollo. Ademas, la fabricaciéon o la produccion a pequefa escala de
dichos anticuerpos es cara debido a que los sistemas celulares de mamiferos necesarios para la expresion de
anticuerpos intactos y activos requieren altos niveles de soporte en cuanto a tiempo y equipo, y los rendimientos son
muy bajos. Ademas, los anticuerpos tradicionales tienen una actividad de unién que depende del pH, y por tanto no
son adecuados para su uso en entornos fuera del intervalo de pH fisiologico habitual tales como, por ejemplo, en el
tratamiento de hemorragia gastrica, cirugia gastrica. Ademas, los anticuerpos tradicionales son inestables a bajo o
alto pH y por tanto no son adecuados para la administracion oral. Sin embargo, se ha demostrado que los VHH
resisten condiciones dificiles, tales como pH extremo, reactivos desnaturalizantes y altas temperaturas (Ewerf S et
al, Biochemistry 19 de marzo de 2002; 41(11):3628-36), haciendo asi que sean adecuados para la administracion
por via oral. Ademas, los anticuerpos tradicionales tienen una actividad de unién que depende de la temperatura, y
por tanto no son adecuados para su uso en ensayos o kits realizados a temperaturas fuera de los intervalos de
temperatura biolégicamente activos (por ejemplo, 37 + 20°C).

Ademas, los VHH son mas solubles, lo que significa que pueden almacenarse y/o administrarse en mayores
concentraciones en comparacién con anticuerpos convencionales. Los polipéptidos de la presente invencién también
conservan la actividad de union a un pH y una temperatura fuera de los intervalos fisioldgicos habituales, lo que
significa que pueden ser Utiles en situaciones de pH y temperatura extremos que requieren una modulacion de la
agregacion mediada por plaquetas, tales como en cirugia gastrica, control de hemorragia gastrica, ensayos
realizados a temperatura ambiente, etc. Los polipéptidos de la presente invencion también presentan una estabilidad
prolongada en condiciones extremas de pH, lo que significan que seran adecuados para la administracion por via
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oral. Los polipéptidos de la presente invencion pueden producirse de manera rentable a través de fermentacion en
organismos huésped recombinantes convenientes tales como Escherichia coli y levaduras; a diferencia de los
anticuerpos convencionales que también requieren de caras instalaciones de cultivo de células de mamiferos, los
niveles de expresion que pueden lograrse son altos. Ejemplos de rendimientos de los polipéptidos de la presente
invencion son de 1 a 10 mg/ml (E. coli) y hasta 1 g/l (levaduras). Los polipéptidos de la presente invencién también
presentan alta afinidad de union para una amplia gama de diferentes tipos de antigeno, y capacidad para unirse a
epitopos no reconocidos por anticuerpos convencionales; por ejemplo, presentan largas estructuras en bucle
basadas en CDR con el potencial de penetrar en cavidades y presentan inhibicién de la funcidon enzimatica, Ademas,
puesto que la unién se produce a menudo a través del bucle de CDR3 Unicamente, se prevé que podran usarse de
manera terapéutica péptidos derivados de CDR3 (Desmyter et al., J Biol Chem, 2001, 276: 26285-90). Los
polipéptidos de la invencion también pueden conservar la capacidad de unidon completa como proteina de fusién con
una enzima o toxina.

La presente invencion también se refiere a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas
VHH cada uno dirigido contra una o mas proteinas séricas de un sujeto, y uno o mas VHH cada uno dirigido contra
una o mas moléculas diana, en el que los VHH pertenecen a la clase tradicional de anticuerpos de un solo dominio
de cadena pesada de Camelidae. La presente invencion también se refiere a un constructo polipeptidico
heteroespecifico que comprende uno o mas VHH cada uno dirigido contra una o mas proteinas séricas de un sujeto,
y uno o mas VHH cada uno dirigido contra una o mas moléculas diana, en el que los VHH pertenecen a una clase de
anticuerpos de un solo dominio de cadena pesada de Camelidae que tienen secuencias similares a la humana. Una
secuencia de VHH representada por SEQ ID NO: 12 que se une a TNF-alfa y un segundo VHH que se une a
albumina de ratén, pertenece a esta clase de péptidos de VHH. Como tales, los péptidos pertenecientes a esta clase
muestran una alta homologia de la secuencia de aminoacidos con regiones de entramado de VH humanas y dichos
péptidos podran administrarse a pacientes directamente sin la expectativa de una respuesta inmunitaria no deseada
de los mismos, y sin la carga de humanizacion adicional.

En el documento WO03035694 se ha descrito una clase similar a la humana de anticuerpos de un solo dominio de
Camelidae representados por SEQ ID No. 1, 3 y 4 y contienen los residuos FR2 hidréfobos que se encuentran
normalmente en los anticuerpos convencionales de origen humano o de otra especie, pero que compensan esta
pérdida de hidrofilicidad mediante otras sustituciones en la posicion 103 que sustituye el residuo de triptéfano
conservado presente en VH de anticuerpos de cadena doble. Como tales, los péptidos pertenecientes a estas dos
clases muestran una alta homologia de la secuencia de aminoacidos con regiones de entramado de VH humanas y
dichos péptidos podran administrarse a un ser humano directamente sin la expectativa de una respuesta inmunitaria
no deseada de los mismos, y sin la carga de humanizacién adicional.

Por tanto, un aspecto de la presente invencién permite la administracion directa de un constructo polipeptidico que
comprende un polipéptido anti-albumina sérica, en el que los anticuerpos de un solo dominio pertenecen a la clase
humanizada de VHH y comprenden una secuencia representada por SEQ ID NO: 1, a un paciente que lo necesita.

Un sujeto tal como se usa en el presente documento es cualquier mamifero que tiene un sistema circulatorio en el
que el fluido en el mismo comprende proteinas séricas. Los ejemplos de sistema circulatorio incluyen los sistemas
sanguineo y linfatico. Los ejemplos de animales incluyen, pero no se limitan a, conejos, seres humanos, cabras,
ratones, ratas, vacas, terneros, camellos, llamas, monos, burros, cobayas, gallinas, ovejas, perros, gatos, caballos,
etc.

Una realizacién de la presente invencién es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende al menos
un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una diana terapéutica y/o de diagnéstico, y al menos un anticuerpo
de un solo dominio cada uno dirigido contra una o mas proteinas séricas o polipéptidos tal como se definen en las
reivindicaciones. Tal como ya se menciond, los anticuerpos de un solo dominio anti-diana pueden tener la misma
secuencia. Alternativamente, al menos dos anticuerpos de un solo dominio anti-diana pueden tener las secuencias
diferentes, pero se dirigen contra el mismo epitopo o diferentes epitopos en la misma diana, fragmentos de la misma
o antigeno de la misma. De manera similar, los anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica pueden tener la
misma secuencia. Alternativamente, al menos dos anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica pueden tener
las secuencias diferentes, pero se dirigen contra el mismo epitopo o diferentes epitopos en la misma proteina sérica,
fragmentos de la misma o antigeno de la misma.

En otra realizaciéon de la presente invencién, cuando mas de un anticuerpo de un solo dominio anti-diana esta
presente en el constructo polipeptidico heteroespecifico, cada anticuerpo de un solo dominio anti-diana puede
dirigirse contra una diana diferente (por ejemplo, uno contra VWF y otro contra colageno). De manera similar, cuando
mas de un anticuerpo de un solo dominio anti-proteina sérica esta presente, cada anticuerpo de un solo dominio
anti-proteina sérica puede dirigirse contra una proteina sérica diferente (por ejemplo, uno contra albumina sérica y
otro contra fibrindgeno).

Una realizacion de la invencion es un polipéptido heteroespecifico, en el que un anticuerpo de un solo dominio anti-
proteina sérica corresponde a una secuencia representada por SEQ ID NO: 1.
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Los constructos dados a conocer en el presente documento conservan las propiedades ventajosas de anticuerpos
de un solo dominio (por ejemplo, VHH) y tienen una duracién prolongada en la circulacion de un individuo. Por tanto,
tales constructos pueden circular en el suero del sujeto durante varios dias, reduciendo la frecuencia de tratamiento,
la incomodidad al sujeto y dando como resultado una reduccion del coste de tratamiento. Ademas, un aspecto de la
invencion es que la semivida de los constructos polipeptidicos heteroespecificos puede controlarse mediante el
numero de anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica presentes en el constructo. Una semivida controlable
es deseable en varias circunstancias, por ejemplo, en la aplicacion de una dosis programada de un constructo
polipeptidico heteroespecifico terapéutico, o para obtener un efecto terapéutico deseado.

Segun un aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico heteroespecifico puede ser una secuencia homéloga
de un constructo polipeptidico heteroespecifico de longitud completa. Segun otro aspecto de la invencion, un
constructo polipeptidico heteroespecifico puede ser una parte funcional de un constructo polipeptidico
heteroespecifico de longitud completa. Segun otro aspecto de la invencién, un constructo polipeptidico
heteroespecifico puede ser una secuencia homdloga de un constructo polipeptidico heteroespecifico de longitud
completa. Segun otro aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico heteroespecifico puede ser una parte
funcional de una secuencia homologa de un constructo polipeptidico heteroespecifico de longitud completa. Segun
un aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico heteroespecifico puede comprender una secuencia de un
constructo polipeptidico heteroespecifico.

Segun un aspecto de la invencidn, un anticuerpo de un solo dominio usado para formar un constructo polipeptidico
heteroespecifico puede ser un anticuerpo de un solo dominio completo (por ejemplo, un VHH) o una secuencia
homologa del mismo. Segun otro aspecto de la invencion, un anticuerpo de un solo dominio usado para formar el
constructo polipeptidico heteroespecifico puede ser una parte funcional de un anticuerpo de un solo dominio
completo. Segun otro aspecto de la invencion, un anticuerpo de un solo dominio usado para formar el constructo
polipeptidico heteroespecifico puede ser una secuencia homdloga de un anticuerpo de un solo dominio completo.
Segun otro aspecto de la invencion, un anticuerpo de un solo dominio usado para formar el constructo polipeptidico
heteroespecifico puede ser una parte funcional de una secuencia homdloga de un anticuerpo de un solo dominio
completo.

Segun otro aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico heteroespecifico puede ser una secuencia homdloga
de la secuencia original. Segun otro aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico heteroespecifico puede ser
una parte funcional de la secuencia original. Segun otro aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico
heteroespecifico puede ser una parte funcional de una secuencia homdloga de la secuencia original.

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia homéloga de la presente invenciéon puede comprender
adiciones, deleciones o sustituciones de uno o mas aminoacidos, que no alteran sustancialmente las caracteristicas
funcionales de los polipéptidos de la invencién. El nimero de deleciones o sustituciones de aminodacidos es
preferiblemente de hasta 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 6 70 aminoacidos.

Una secuencia homdloga de la presente invencion puede incluir un anticuerpo de un solo dominio de la invencion
que se ha humanizado.

Por humanizado quiere decirse mutado de modo que la inmunogenicidad tras la administracion en pacientes
humanos es menor o inexistente. La humanizacion de un anticuerpo de un solo dominio, segin la presente
invencion, comprende una etapa de reemplazar uno o mas aminoacidos por su homélogo humano tal como se
encuentra en la secuencia consenso humana, sin que el polipéptido pierda su caracter tipico, es decir, la
humanizacion no afecta significativamente a la capacidad de unién a antigeno del polipéptido resultante. Tales
métodos los conoce el destinatario experto. También puede realizarse una técnica de humanizacién aplicada a VHH
de Camelidae mediante un método que comprende el reemplazo de cualquiera de los siguientes residuos o bien
solos o bien en combinacion: algunos VHH contienen residuos distintivos de Camelidae tipicos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 con caracteristicas hidrdéfilas. El reemplazo de los residuos hidréfilos por residuos hidréfobos humanos
en las posiciones 44 y 45 (E44G y R45L) no tuvo un efecto sobre la union y/o inhibicion. Puede requerirse
humanizacion adicional mediante sustitucion de residuos en FR1, tal como en las posiciones 1, 5, 28 y 30; FR3, tal
como en las posiciones 74, 75, 76, 83, 84, 93 y 94; y FR4, tal como en las posiciones 103, 104, 108 y 111 (toda la
numeracion segun Kabat).

Una realizaciéon es un método para humanizar un VHH que comprende las etapas de reemplazar cualquiera de los
siguientes residuos o bien solos o bien en combinacién:

FR1 posiciones 1, 5, 28 y 30,
el aminoacido distintivo en las posiciones 44 y 45 en FR2,

FR3 residuos 74, 75, 76, 83, 84, 93 y 94,
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y posiciones 103, 104, 108 y 111 en FR4;
(numeracién segun la numeracion de Kabat).

Algunas secuencias de VHH de Camelidae presentan una alta homologia de secuencia con regiones de entramado
de VH humanas y por tanto dichos VHH podran administrarse a pacientes directamente sin la expectativa de una
respuesta inmunitaria de los mismos, y sin la carga adicional de humanizacién. Por tanto, un aspecto de la presente
invencion permite la formacién de un constructo polipeptidico heteroespecifico sin humanizacion del VHH, cuando
dicho VHH presenta alta homologia con regiones de entramado de VH humanas.

Una secuencia homologa de la presente invencion puede ser una secuencia de la invencién derivada de otra
especie tal como, por ejemplo, camello, llama, dromedario, alpaca, guanaco, etc.

Cuando la secuencia homologa indica identidad de secuencia, significa una secuencia que presenta una alta
identidad de secuencia (identidad de secuencia de mas del 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o el 98%) con un
anticuerpo de un solo dominio de la invencion, y se caracteriza preferiblemente por propiedades similares de la
secuencia original, concretamente afinidad, calculandose dicha identidad usando método conocidos.

Una secuencia homdloga segun la presente invencion puede referirse a secuencias de nucleétidos de mas de 50,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 800 6 1000 nucledtidos que pueden hibridarse con el complemento inverso de la
secuencia de nucledtidos que puede codificar para una secuencia nativa en condiciones de hibridacion rigurosas
(tales como las descritas por SAMBROOK et al., Molecular Cloning, Laboratory Manual, Cold Spring, Harbor
Laboratory Press, Nueva York).

Tal como se usa en el presente documento, una parte funcional se refiere a un anticuerpo de un solo dominio de
longitud suficiente de manera que se mantiene la interaccion de interés con una afinidad de 1 x 10° M o mejor.

Alternativamente, una parte funcional de un anticuerpo de un solo dominio de la invenciéon comprende una deleciéon
parcial de la secuencia de aminoacidos completa y mantiene todavia el/los sitio(s) de uniéon y dominio(s) proteico(s)
necesarios para la unién de, y la interaccion con, la diana o proteina sérica.

Tal como se usa en el presente documento, una parte funcional de un anticuerpo de un solo dominio de la invencion
se refiere a menos del 100% de la secuencia (por ejemplo, el 99%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%,
10%, etc.), pero que comprende 5 aminoacidos o mas o 15 nucledtidos o mas.

Una parte de un anticuerpo de un solo dominio de la invencion se refiere a menos del 100% de la secuencia (por
ejemplo, el 99%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, etc.), pero que comprende 5 aminoacidos o
mas o 15 nucleétidos o mas.

Las dianas tal como se mencionan en el presente documento tales como TNF-alfa, receptor de IFN-gamma,
proteinas séricas (por ejemplo, albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de unién a tiroxina, transferrina,
fibrinbgeno) e IFN-gamma pueden ser fragmentos de dichas dianas. Por tanto una diana es también un fragmento
de dicha diana, que puede provocar una respuesta inmunitaria. Una diana es también un fragmento de dicha diana,
que puede unirse a un anticuerpo de un solo dominio producido contra la diana de longitud completa.

Un fragmento tal como se usa en el presente documento se refiere a menos del 100% de la secuencia (por ejemplo,
el 99%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% etc.), pero que comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 aminoacidos o mas. Un fragmento tiene una longitud suficiente de manera
que se mantiene la interaccion de interés con una afinidad de 1 x 10™ M o mejor.

Un fragmento tal como se usa en el presente documento también se refiere a inserciones, deleciones y sustituciones
opcionales de uno o mas aminoacidos que no alteran de manera sustancial la capacidad de la diana para unirse a
un anticuerpo de un solo dominio producido contra la diana de tipo natural. El nUmero de inserciones, deleciones o
sustituciones de aminoacidos es preferiblemente de hasta 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 7, 8, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 45, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 51, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 6 70 aminoacidos.

La proteina sérica es albumina sérica humana.

Un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una diana significa anticuerpo de un solo dominio que puede unirse
a su diana con una afinidad mejor que 10 M.

Los constructos polipeptidicos heteroespecificos dados a conocer en el presente documento pueden prepararse por
el experto en la técnica segun métodos conocidos en la técnica o cualquier método futuro. Por ejemplo, pueden
obtenerse VHH usando métodos conocidos en la técnica tales como mediante la inmunizacion de un camello y la
obtencién de hibridomas del mismo, o mediante la clonaciéon de una biblioteca de anticuerpos de un solo dominio
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usando técnicas de biologia molecular conocidas en la técnica y posterior seleccion usando presentacion en fago.

El anticuerpo de un solo dominio anti-proteina sérica puede dirigirse contra un polipéptido de una proteina sérica o
una proteina entera. El anticuerpo de un solo dominio anti-diana puede dirigirse contra un polipéptido de dicha diana
de la diana entera. En la técnica se conocen bien métodos para someter a barrido una proteina para determinar
polipéptidos inmunogénicos.

Los anticuerpos de un solo dominio pueden unirse usando métodos conocidos en la técnica o cualquier método
futuro. Por ejemplo, pueden fusionarse mediante reticulacion quimica haciendo reaccionar residuos de aminoacido
con un agente de derivatizacién organico tal como se describe por Blattler et al, Biochemistry 24,1517-1524;
documento EP294703. Alternativamente, el anticuerpo de un solo dominio puede fusionarse genéticamente a nivel
del ADN, es decir, un constructo polinucleotidico formado que codifica para el constructo polipeptidico completo que
comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana y uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-
proteina sérica. En la solicitud de patente PCT WO 96/34103 se da a conocer un método para producir constructos
polipeptidicos de VHH bivalentes o multivalentes. Una manera de unir multiples anticuerpos de un solo dominio es
mediante la ruta genética ligando secuencias codificantes de anticuerpo de un solo dominio o bien directamente o
bien mediante un ligador peptidico. Por ejemplo, el extremo C-terminal del primer anticuerpo de un solo dominio
puede ligarse al extremo N-terminal del siguiente anticuerpo de un solo dominio. Este modo de ligamiento puede
ampliarse con el fin de ligar anticuerpos de un solo dominio adicionales para la construccion y produccion de
constructos tri-, tetrafuncionales, etc.

Un aspecto es la administracion de constructos polipeptidicos heteroespecificos segun la invencién que evita la
necesidad de inyecciéon. Los agentes terapéuticos basados en anticuerpos convencionales tienen un potencial
significativo como farmacos porque tienen una especificidad exquisita para su diana y una baja toxicidad inherente,
sin embargo, tienen un inconveniente importante: son grandes moléculas complejas y por tanto relativamente
inestables, y son sensibles a la degradacion por proteasas. Esto significa que los farmacos de anticuerpos
convencionales no pueden administrarse por via oral, por via sublingual, de manera tdpica, por via nasal, por via
vaginal, por via rectal o mediante inhalacién porque no son resistentes al pH bajo en estos sitios, la accion de
proteasas en estos sitios y en la sangre y/o por su gran tamafo. Tienen que administrarse mediante inyeccion (por
via intravenosa, por via subcutanea, etc.) para superar algunos de estos problemas. La administracion mediante
inyeccion requiere formacion especializada para usar una jeringa hipodérmica o una aguja correctamente y de
manera segura. Requiere ademas equipo estéril, una formulacion liquida del polipéptido terapéutico, envasado en
viales de dicho polipéptido en una forma estéril y estable y, del sujeto, un sitio adecuado para la introduccion de la
aguja. Ademas, los sujetos experimentan comunmente estrés fisico y psicolégico antes y al recibir una inyeccion. Un
aspecto de la presente invencion supera estos problemas de la técnica anterior, proporcionando los constructos
polipeptidicos heteroespecificos de la presente invenciéon. Dichos constructos son lo suficientemente pequefios,
resistentes y estables como para administrarse por via oral, por via sublingual, de manera tépica, por via nasal, por
via vaginal, por via rectal o mediante inhalacién de manera sustancial sin pérdida de actividad. Los constructos
polipeptidicos heteroespecificos de la presente invencién evitan la necesidad de inyecciones, no sélo ahorran
coste/tiempo, sino que también son mas convenientes y mas coémodos para el sujeto.

Una realizacion es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende al menos un anticuerpo de un solo
dominio dirigido contra una diana para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacion mediante un compuesto terapéutico anti-diana que puede pasar a través del
entorno gastrico sin inactivarse.

Tal como conocen los expertos en la técnica, una vez en posesién de dicho constructo polipeptidico, puede aplicarse
tecnologia de formulacion para liberar una cantidad maxima de VHH en la ubicacién correcta (en el estbmago, en el
colon, etc.). Este método de administracion es importante para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un
trastorno cuyas dianas estan ubicadas en el sistema intestinal.

Un aspecto es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un trastorno susceptible de modulacion
mediante un compuesto terapéutico que puede pasar a través del entorno gastrico sin inactivarse, mediante la
administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas
anticuerpos de un solo dominio especificos para antigeno relacionado con el trastorno.

Otra realizacién es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién mediante un compuesto terapéutico anti-diana que puede pasar a través del entorno
gastrico sin inactivarse.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al sistema intestinal sin inactivarse,
mediante la administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al torrente sanguineo de un sujeto
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sin inactivarse, mediante la administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico
que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Otra realizacién es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende al menos un anticuerpo de un solo
dominio dirigido contra una diana en el presente documento para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio
de los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion mediante un compuesto terapéutico anti-diana
administrado al tracto vaginal y/o rectal.

En un ejemplo no limitativo, una formulacion segun la invencidon comprende un constructo polipeptidico
heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento que comprende uno o mas VHH dirigidos
contra una o mas dianas en forma de un gel, una crema, un supositorio, una pelicula o en forma de una esponja o
como anillo vaginal que libera lentamente el principio activo a lo largo del tiempo (tales formulaciones se describen
en los documentos EP 707473, EP 684814, US 5629001).

Un aspecto es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion
mediante un compuesto terapéutico al tracto vaginal y/o rectal, mediante la administracion por via vaginal y/o por via
rectal a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio especificos para antigeno relacionado con el trastorno.

Otra realizacién es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacion mediante un compuesto terapéutico anti-diana administrado al tracto vaginal y/o rectal
sin inactivarse.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al tracto vaginal y/o rectal sin
inactivarse, mediante la administracion al tracto vaginal y/o rectal de un sujeto de un constructo polipeptidico
heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al torrente sanguineo de un sujeto
sin inactivarse, mediante la administracion al tracto vaginal y/o rectal de un sujeto de un constructo polipeptidico
heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Otra realizacién es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende al menos un anticuerpo de un solo
dominio dirigido contra una diana que comprende al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una
diana, para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de trastornos susceptibles de
modulaciéon mediante un compuesto terapéutico anti-diana administrado a la nariz, las vias respiratorias altas y/o el
pulmon.

En un ejemplo no limitativo, una formulacion segun la invencidon comprende un constructo polipeptidico
heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento dirigido contra una o mas dianas en forma de
una pulverizacion nasal (por ejemplo, un aerosol) o inhalador. Puesto que el constructo es pequefio, puede alcanzar
su diana de manera mucho mas eficaz que moléculas de IgG terapéuticas.

Un aspecto es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion
mediante un compuesto terapéutico administrado a las vias respiratorias altas y el pulmdén, mediante la
administracion a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento en el que uno o mas anticuerpos de un solo dominio son especificos para un antigeno relacionado con el
trastorno, mediante inhalacién a través de la boca o la nariz.

Otro aspecto es una composicién de VHH dispersable, en particular composiciones de VHH dispersables de polvo
seco, tales como las descritas en el documento US 6514496. Estas composiciones de polvo seco comprenden una
pluralidad de particulas secas diferenciadas con un tamafio de particula promedio en el intervalo de 0,4-10 mm.
Tales polvos pueden dispersarse facilmente en un dispositivo de inhalaciéon. Los VHH son particularmente idéneos
para tal composicion ya que el material liofilizado puede disolverse facilmente (en el pulmén de forma posterior a
inhalarse) debido a su alta capacidad de solubilizacion (Muyldermans, S., Reviews in Molecular Biotechnology, 74,
277-303, (2001)). Alternativamente, tales formulaciones de VHH liofilizadas pueden reconstituirse con un diluyente
para generar una formulacion reconstituida estable adecuada para la administracion subcutanea. Por ejemplo, se
han preparado formulaciones de anticuerpos anti-IgE (ejemplo 1; documentos US 6267958, EP 841946) que son
Utiles para tratar asma alérgica.

Otra realizacién es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacion mediante un compuesto terapéutico anti-diana administrado a la nariz, las vias
respiratorias altas y/o el pulmén sin inactivarse.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana a la nariz, las vias respiratorias altas
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y el pulmdn, mediante la administraciéon a la nariz, las vias respiratorias altas y/o el pulmén de un sujeto de un
constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra
dicha diana.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana a la nariz, las vias respiratorias altas
y/o el pulmén sin inactivarse, mediante la administracion a la nariz, las vias respiratorias altas y/o el pulmén de un
sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio
dirigidos contra dicha diana.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al torrente sanguineo de un sujeto
sin inactivarse mediante la administracion a la nariz, las vias respiratorias altas y/o el pulmén de un sujeto de un
constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra
dicha diana.

Una realizacion es un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento
para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion
mediante un compuesto terapéutico anti-diana administrado a la mucosa intestinal, en el que dicho trastorno
aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal. Debido a su pequefio tamafio, un constructo polipeptidico
heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento puede pasar a través de la mucosa intestinal y
alcanzar el torrente sanguineo de manera mas eficaz en sujetos que padecen trastornos que provocan un aumento
en la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Un aspecto es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion
mediante un compuesto terapéutico anti-diana administrado a la mucosa intestinal, en el que dicho trastorno
aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal, mediante la administracién por via oral a un sujeto de un
constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento.

Este proceso puede potenciarse incluso adicionalmente mediante un aspecto adicional de la presente invencion, el
uso de portadores de transporte activo. En este aspecto de la invencién, VHH se fusiona a un portador que potencia
la transferencia a través de la pared intestinal al torrente sanguineo. En un ejemplo no limitativo, este “portador” es
un segundo VHH que se fusiona al VHH terapéutico. Tales constructos de fusién se preparan usando métodos
conocidos en la técnica. El VHH “portador” se une especificamente a un receptor en la pared intestinal que induce
una transferencia activa a través de la pared.

Otra realizacién es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacion mediante un compuesto terapéutico anti-diana administrado a la mucosa intestinal, en el
que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana a la mucosa intestinal sin
inactivarse, mediante la administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico de la
invencion.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al torrente sanguineo de un sujeto
sin inactivarse, mediante la administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico de
la invencion.

Este proceso puede potenciarse incluso adicionalmente mediante un aspecto adicional de la presente invencion, el
uso de portadores de transporte activo. En este aspecto de la invencion, un constructo polipeptidico heteroespecifico
tal como se describe en el presente documento se fusiona a un portador que potencia la transferencia a través de la
pared intestinal al torrente sanguineo. En un ejemplo no limitativo, este “portador” es un VHH que se fusiona a dicho
polipéptido. Tales constructos de fusién se prepararon usando métodos conocidos en la técnica. El VHH “portador”
se une especificamente a un receptor en la pared intestinal que induce una transferencia activa a través de la pared.

Una realizaciéon es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende al menos un anticuerpo de un solo
dominio dirigido contra una diana para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacién mediante un compuesto terapéutico anti-diana que puede pasar a través de
los tejidos bajo la lengua de manera eficaz. Una formulacién de dicho constructo polipeptidico tal como se da a
conocer en el presente documento, por ejemplo, un comprimido, una pulverizacion, una gota, se pone bajo la lengua
y se adsorbe a través de las membranas mucosas a la red capilar bajo la lengua.

Un aspecto es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion
mediante un compuesto terapéutico que puede pasar a través de los tejidos bajo la lengua de manera eficaz,
mediante la administracién por via sublingual a un sujeto de un VHH especifico para un antigeno relacionado con el
trastorno.
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Otra realizacién es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién mediante un compuesto terapéutico anti-diana que puede pasar a través de los tejidos
bajo la lengua.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana a los tejidos bajo la lengua sin
inactivarse, mediante la administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que
comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al torrente sanguineo de un sujeto
sin inactivarse, mediante la administracion por via oral a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico
que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Una realizaciéon es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende al menos un anticuerpo de un solo
dominio para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de trastornos susceptibles de
modulacién mediante un compuesto terapéutico anti-diana que puede pasar a través de la piel de manera eficaz.
Una formulacion de dicho constructo polipeptidico, por ejemplo, una crema, una pelicula, una pulverizacion, una
gota, un parche, se coloca sobre la piel y pasa a través de la misma.

Un aspecto es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacion
mediante un compuesto terapéutico que puede pasar a través de la piel de manera eficaz, mediante la
administracion de manera tdpica a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a
conocer en el presente documento que comprende uno 0 mas anticuerpos de un solo dominio especificos para un
antigeno relacionado con el trastorno.

Otro aspecto es el uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento como composicién oftalmica tépica para el tratamiento de un trastorno ocular, tal como trastornos
alérgicos, método que comprende la administracion tépica de una composicion oftalmica que comprende un
constructo polipeptidico tal como se da a conocer en el presente documento, comprendiendo dicho constructo uno o
mas VHH anti-IgE (ejemplo 1, ejemplo 2).

Otra realizacién es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente
documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién mediante un compuesto terapéutico anti-diana que puede pasar a través de la piel de
manera eficaz.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana a la piel sin inactivarse, mediante la
administracion de manera tdpica a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o
mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

Un aspecto es un método para administrar un compuesto terapéutico anti-diana al torrente sanguineo de un sujeto,
mediante la administracion de manera topica a un sujeto de un constructo polipeptidico heteroespecifico que
comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra dicha diana.

En otra realizaciéon, un constructo polipeptidico heteroespecifico comprende ademas un anticuerpo de un solo
dominio portador (por ejemplo, VHH) que actida como portador de transporte activo para el transporte de dicho
constructo polipeptidico heteroespecifico, de la luz pulmonar a la sangre.

Un constructo polipeptidico que comprende ademas un portador se une especificamente a un receptor presente en
la superficie mucosa (células epiteliales bronquiales) dando como resultado el transporte activo del polipéptido
desde la luz pulmonar hasta la sangre. El anticuerpo de un solo dominio portador puede fusionarse al constructo
polipeptidico. Tales constructos de fusion se prepararon usando métodos conocidos en la técnica y se describen en
el presente documento. El anticuerpo de un solo dominio “portador” se une especificamente a un receptor en la
superficie mucosa que induce una transferencia activa a través de la superficie.

Otro aspecto es un método para determinar qué anticuerpos de un solo dominio (por ejemplo, VHH) se transportan
de manera activa al torrente sanguineo tras la administracion nasal. De manera similar, una biblioteca en fago de
VHH no expuestos previamente o inmunes puede administrarse por via nasal, y tras diferentes puntos de tiempo tras
la administracion, pueden aislarse sangre u 6rganos para rescatar los fagos que se han transportado de manera
activa al torrente sanguineo. Un ejemplo no limitativo de un receptor para el transporte activo desde la luz pulmonar
hasta el torrente sanguineo es el receptor N de Fc (FcRn). Un aspecto de la invencion incluye las moléculas de VHH
identificadas mediante el método. Tales VHH pueden usarse entonces como VHH portador para la administracion de
un VHH terapéutico a la diana correspondiente en el torrente sanguineo tras la administracion nasal.

Una realizacion es un constructo polipeptidico heteroespecifico para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el
alivio de los sintomas de trastornos que requieren la administracion de un compuesto terapéutico por via
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intravenosa. Un aspecto de la invencién es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos que
requieren la administracion de un compuesto terapéutico a través del torrente sanguineo.

Otra realizacién es un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento
para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de un trastorno que requiere un compuesto
terapéutico o de diagnéstico que no se elimina rapidamente de la circulacion. Un aspecto de la invencion es el uso
de dicho constructo para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un
trastorno que requiere un compuesto terapéutico o de diagnoéstico que no se elimina rapidamente de la circulacion.
Otro aspecto de la invencion es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un trastorno que requiere
un compuesto terapéutico o de diagndstico que no se elimina rapidamente de la circulacién mediante la
administraciéon de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento a
un individuo. Segun la presente invencion, el anticuerpo de un solo dominio anti-diana de dicho polipéptido
heteroespecifico se dirige contra una diana implicada en una causa o una manifestacién de dicho trastorno, o
implicada en causar los sintomas del mismo. Usando un constructo polipeptidico heteroespecifico de la presente
invencion para tratar o diagnosticar un trastorno mencionado anteriormente, se retarda el agotamiento de dicho
constructo.

Otra realizacién es un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento
para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de un trastorno que requiere un compuesto
terapéutico o de diagndstico que sigue siendo activo en la circulacion durante periodos de tiempo prolongados. Un
aspecto de la invencién es el uso de dicho constructo para la preparacién de un medicamento para tratar, prevenir
y/o aliviar los sintomas de un trastorno que requiere un compuesto terapéutico o de diagnostico que sigue siendo
activo en la circulacion durante periodos de tiempo prolongados. Otro aspecto de la invenciéon es un método para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un trastorno que requiere un compuesto terapéutico o de diagndstico que
puede circular en el suero de los pacientes durante varios dias, mediante la administracién de un constructo
polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento a un individuo. Segun la presente
invencion, el anticuerpo de un solo dominio anti-diana de dicho polipéptido heteroespecifico se dirige contra una
diana implicada en una causa o una manifestaciéon de dicho trastorno, o implicada en causar los sintomas del
mismo. Usando un constructo polipeptidico heteroespecifico de la presente invencion para tratar o diagnosticar un
trastorno mencionado anteriormente, se reduce la frecuencia de tratamiento, dando asi como resultado una
disminucion del coste de tratamiento.

Otra realizacién es un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento
para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de un trastorno relacionado con alergias. Un
aspecto es el uso de dicho constructo para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los
sintomas de un trastorno relacionado con alergias. Otro aspecto de la invencion es un método para tratar, prevenir
y/o aliviar los sintomas de un trastorno relacionado con alergias, mediante la administracion de un constructo
polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento a un individuo. Segun la presente
invencion, el anticuerpo de un solo dominio anti-diana de dicho polipéptido heteroespecifico se dirige contra una
diana implicada en una causa o una manifestaciéon de dicho trastorno, o implicada en causar los sintomas del
mismo.

Los aspectos y las realizaciones anteriores de la invencion también se aplican cuando un anticuerpo de un solo
dominio anti-proteina sérica de los constructos polipeptidicos heteroespecificos mencionados anteriormente
corresponde a una secuencia representada por SEQ ID NO: 1, una secuencia homdloga de la misma tal como se
define en las reivindicaciones.

Los aspectos y las realizaciones anteriores también se aplican cuando un constructo polipeptidico heteroespecifico
de la invencion corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 5 a 18, una secuencia
homologa de la misma, una parte funcional de la misma o una secuencia homologa de una parte funcional. Dichas
secuencias comprenden un VHH de Camelidae anti-TNF-alfa.

Los aspectos y las realizaciones anteriores también se aplican cuando un constructo polipeptidico heteroespecifico
de la invencién corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 19 a 21, una secuencia
homologa de la misma, una parte funcional de la misma o una secuencia homologa de una parte funcional. Dichas
secuencias comprenden un VHH de Camelidae anti-vWF.

Los aspectos y las realizaciones anteriores también se aplican cuando un constructo polipeptidico heteroespecifico
de la invencién corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 22 a 24, una secuencia
homodloga de la misma, una parte funcional de la misma. Dichas secuencias comprenden un VHH de Camelidae
anti-IgE.

Los aspectos y las realizaciones anteriores también se aplican cuando un constructo polipeptidico heteroespecifico
segun la invencién corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 25 a 27, una
secuencia homologa de la misma, una parte funcional de la misma o una secuencia homéloga de una parte
funcional. Dichas secuencias comprenden un VHH de Camelidae anti-interferén-gamma.
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Un ejemplo no limitativo, en relacion con alergias, de una diana contra la que puede dirigirse un anticuerpo de un
solo dominio anti-diana es IgE. Durante su vida, los sujetos pueden desarrollar una respuesta alérgica frente a
parasitos inofensivos tales como Dermatophagoides pteronyssinus, el acaro del polvo doméstico o frente a
sustancias tales como masas de microorganismos, plasticos, metales. Esto da como resultado una induccion de
moléculas de IgE que inicia una cascada de respuestas inmunolégicas. Un aspecto de la presente invencion es un
constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-IgE
fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica. En un aspecto de la invencién, dichos
anticuerpos de un solo dominio anti-IgE impiden la interaccion de IgE con su(s) receptor(es) en mastocitos y
baséfilos, bloqueando asi la iniciacion de la cascada inmunolégica y una reacciéon alérgica posterior. En otro
aspecto, un anticuerpo de un solo dominio anti-proteina sérica se dirige contra una de las proteinas séricas del
sujeto. Por tanto, un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento
reduce o previene una respuesta alérgica debida a alérgenos comunes o poco habituales. Ademas, el constructo
tiene una duracion prolongada en la sangre aumentando asi la ventana terapéutica.

Se cree que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) desempefia un papel importante en diversas enfermedades,
por ejemplo, en enfermedades inflamatorias tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y
esclerosis multiple. Se han estudiado tanto TNF-alfa como los receptores (CD120a, CD120b) en gran detalle. TNF-
alfa en su forma bioactiva es un trimero y el surco formado por subunidades vecinas es importante para la
interaccion citocina-receptor. Se han desarrollado varias estrategias para antagonizar la accion de la citocina y se
usan actualmente para tratar diversos estados patolégicos.

Un inhibidor de TNF que tenga suficiente especificidad y selectividad frente a TNF puede ser un compuesto
farmacéutico profilactico o terapéutico eficaz para prevenir o tratar enfermedades inflamatorias. Sin embargo, es un
proceso extremadamente dificil y largo desarrollar una entidad quimica pequefia (NEQ) con suficiente potencia y
selectividad frente a tal secuencia diana. Los agentes terapéuticos basados en anticuerpos tienen, por otro lado, un
potencial significativo como farmacos porque tienen una especificidad exquisita para su diana y una baja toxicidad
inherente. Ademas, puede reducirse considerablemente el tiempo de desarrollo en comparacién con el desarrollo de
nuevas entidades quimicas (NEQ). Sin embargo, los anticuerpos convencionales son dificiles de producir contra
proteinas multiméricas en las que el dominio de unidn al receptor del ligando esta incluido en un surco, como es el
caso con TNF-alfa.

Los constructos polipeptidicos heteroespecificos de la presente invencion, en los que el anticuerpo de un solo
dominio anti-diana se dirige contra TNF-alfa, superan los problemas experimentados usando agentes terapéuticos
peptidicos de la técnica debido a las propiedades tales como estabilidad, tamafio y expresion fiable. Ademas, los
inventores han encontrado que, a pesar de la presencia de un surco en TNF-alfa multimérico, los constructos
polipeptidicos heteroespecificos todavia pueden lograr una fuerte uniéon a TNF-alfa

Otra realizacién es un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento
para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de un trastorno mediado por moléculas
inflamatorias. Un aspecto de la invencion es el uso de dicho constructo para la preparacion de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un trastorno mediado por moléculas inflamatorias. Otro aspecto de la
invencion es un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de un trastorno mediado por moléculas
inflamatorias, mediante la administracion de un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer
en el presente documento a un individuo. Segun la presente invencion, un anticuerpo de un solo dominio anti-diana
de dicho polipéptido heteroespecifico se dirige contra una diana implicada en una causa o una manifestacion de
dicho trastorno, o implicada en causar los sintomas del mismo.

Segun un aspecto de la invencion, una diana contra la que se dirige un anticuerpo de un solo dominio de un
constructo polipeptidico heteroespecifico es el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa). Se cree que TNF-alfa
desempefia un papel importante en diversos trastornos, por ejemplo, en trastornos inflamatorios tales como artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y esclerosis multiple.

Los anticuerpos de un solo dominio anti-diana pueden dirigirse contra TNF-alfa entero o un fragmento del mismo, o
un fragmento de una secuencia homologa del mismo.

Un aspecto se refiere a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica,
correspondiendo las secuencias de dicho polipéptido heteroespecifico a cualquiera de SEQ ID NO: 5 a 18. Los
anticuerpos de un solo dominio anti-TNF-alfa en el mismo se derivan de anticuerpos de cadena pesada (VHH) de
Camelidae, que se unen a TNF-alfa.

Una realizacion de la presente invencion es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas
anticuerpos de un solo dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina
sérica para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de trastornos inflamatorios. TNF-alfa
esta implicado en procesos inflamatorios, y el bloqueo de la accion de TNF-alfa puede tener un efecto
antiinflamatorio, que es altamente deseable en determinados estados de trastornos tales como, por ejemplo,
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enfermedad de Crohn. La administraciéon oral de este constructo polipeptidico heteroespecifico da como resultado la
administracion de tales moléculas en una forma activa en el colon en sitios que estan afectados por el trastorno.
Estos sitios estan sumamente inflamados y contienen células productoras de TNF-alfa. Estos constructos
polipeptidicos heteroespecificos pueden neutralizar el TNF-alfa localmente, evitando la distribucion por todo el
cuerpo y por tanto limitando los efectos secundarios negativos. Microorganismos modificados genéticamente tales
como Micrococcus lactis pueden secretar fragmentos de anticuerpos. Tales microorganismos modificados pueden
usarse como vehiculos para la produccion local y la administracion de fragmentos de anticuerpos en el intestino.
Usando una cepa que produce un constructo polipeptidico heteroespecifico neutralizante de TNF-alfa, podra tratarse
un trastorno inflamatorio del intestino.

Otro aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en el
tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con procesos inflamatorios, en el que dicho
constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de
manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es el uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con
procesos inflamatorios, en el que dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por via intravenosa,
por via oral, por via sublingual, de manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos relacionados con procesos
inflamatorios, que comprende administrar a un sujeto un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio
anti-proteina sérica por via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera tdpica, por via nasal, por via
vaginal, por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en el
tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con procesos inflamatorios.

Otro aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con
procesos inflamatorios.

Un aspecto de la invencién es que los anticuerpos de un solo dominio anti-TNF-alfa de la presente invencién pueden
derivarse de VHH de cualquier clase. Por ejemplo, pueden derivarse de una clase de VHH con alta homologia con la
secuencia de VH humana, o pueden derivarse de cualquiera de las otras clases de VHH, incluyendo la clase
principal de VHH. Estos VHH incluyen los dominios VHH de Camelidae de longitud completa y pueden comprender
un dominio de Fc humano si son necesarias funciones efectoras.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio
anti-proteina sérica, en el que dicho polipéptido heteroespecifico corresponde a una secuencia representada por
cualquiera de SEQ ID NO: 5 a 18, una secuencia homdloga de la misma, una parte funcional de la misma o una
secuencia homologa de una parte funcional de la misma. SEQ ID NO: 5 a 18 comprenden VHH de Camelidae anti-
TNF-alfa y VHH de Camelidae anti-albumina sérica de raton.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-TNF-alfa fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio
anti-proteina sérica en el que dichos anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica corresponden a SEQ ID
NO: 1 (VHH de Camelidae anti-proteina sérica), una secuencia homdloga de la misma, tal como se define en las
reivindicaciones.

Los inventores han encontrado que un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende una secuencia
correspondiente a cualquiera de SEQ ID NO: 5 a 18 presenta sorprendentemente una afinidad mayor que la
esperada hacia su diana y semivida prolongada en el sistema circulatorio.

La agregacion mediada por plaquetas es el proceso en el que el colageno unido al factor de von Willebrand (VWVF)
se adhiere a las plaquetas y/o receptores de plaquetas (ejemplos de ambos son gpla/lla, gplb o colageno), dando
como resultado en Ultima instancia la activaciéon plaquetaria. La activacién plaquetaria conduce a la unién de
fibrinbgeno y finalmente a agregacion plaquetaria. La capacidad para alterar la agregacion mediada por plaquetas
tiene muchas aplicaciones incluyendo el tratamiento de una enfermedad tal como se menciona a continuacion.
Puesto que los constructos polipeptidicos heteroespecificos de la invencién previenen de manera eficaz la
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coagulacion, y la semivida de los mismos puede controlarse, pueden usarse para intervenciones quirdrgicas, por
ejemplo, que requieren una inhibicion de la agregacion mediada por plaquetas durante un periodo de tiempo
limitado.

Los anticuerpos de un solo dominio monovalentes tales como VHH muestran sorprendentemente alta inhibicién de la
agregacion plaquetaria en experimentos para medir la inhibicion de la agregacion plaquetaria con alto cizallamiento:
se obtuvo una inhibicidon del 50% de la agregacion plaquetaria a una concentracién de entre 4 y 25 nM. En
comparacion, el fragmento Fab derivado de un anticuerpo especifico para VWF que inhibe la interaccion con
colageno, 82D6A3, inhibe el 50% de la agregacion plaquetaria a una concentracion aproximadamente veinte veces
mayor (Vanhoorelbeke K. et al, Journal of Biological Chemistry, 2003, 278: 37815-37821). Estos resultados fueron
inesperados dado que los valores de CI50 para los VHH monovalentes son hasta 225 veces peores en ELISA que el
valor de CI50 de la IgG de 82D6AS3.

Esto muestra claramente que los anticuerpos IgG no son idéneos para la interaccion con macromoléculas que estan
empezando a agregarse, o se encuentran en el proceso de agregacion, tales como las implicadas en la agregacion
mediada por plaquetas. VWF produce multimeros de hasta 60 monémeros (multimeros finales de hasta 20 millones
de dalton de tamafo). En efecto, se ha mostrado que no todos los dominios A3 son accesibles para 82D6A3
(Dongmei WU, Blood, 2002, 99, 3623 a 3628). Ademas el gran tamafo de los anticuerpos convencionales
restringiria la penetracion en el tejido, por ejemplo, durante la agregacion mediada por plaquetas en el sitio de una
pared de vaso dafiada.

La estructura de los anticuerpos de un solo dominio, en particular, es Unica. Por ejemplo, las moléculas de VHH
derivadas de anticuerpos de Camelidae se encuentran entre los dominios de unién a antigeno intactos mas
pequefios conocidos (de aproximadamente 15 kDa, o 10 veces mas pequefios que una IgG convencional) y por
tanto son muy idoneos para la administracion a tejidos densos y para acceder al espacio limitado entre
macromoléculas que participan en, o inician, el proceso de agregacién mediada por plaquetas.

Que se sepa, esta es la primera vez que experimentos muestran que el pequefio tamafio de un VHH es ventajoso
con respecto a un anticuerpo intacto grande para la inhibicion de interacciones entre tales macromoléculas grandes.

A pesar del pequefio tamafio de los nanocuerpos, y por tanto las ventajas para la penetracion, todavia es
sorprendente que una molécula tan pequefia pueda inhibir interacciones entre polimeros grandes tales como VWF
(de hasta 60 mondmeros) y colageno y con una eficacia tan alta. Se ha descrito que sélo las grandes formas
multiméricas de VWF son hemostaticamente activas (Furlan, M. 1996, Ann. Hematol. 72:341-348). La unién de VWF
multimérico a colageno se produce con una afinidad ~100 veces mayor que la union de fragmentos de vVWF
monomericos.

Los resultados de los experimentos con alto cizallamiento indican que sera necesaria una dosis menor para la
administracion a pacientes. Por tanto, se esperan menos efectos secundarios (tales como problemas de hemorragia
0 inmunogenicidad).

Un aspecto de la presente invencion es proporcionar constructos polipeptidicos heteroespecificos que modulan
procesos que comprenden la agregacion mediada por plaquetas tales como, por ejemplo, unién vWF-colageno,
adhesion vVWF-receptor de plaquetas, adhesion colageno-receptor de plaquetas, activacion plaquetaria, union de
fibrindbgeno y/o agregacion plaquetaria. Dichos constructos polipeptidicos heteroespecificos se derivan de
anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra vVWF, dominios A1 o A3 de vVWF, gplb o colageno.

Los anticuerpos de un solo dominio anti-diana pueden dirigirse contra VWF entero, los dominios A1 o A3 de VWF,
gplb o colageno o un fragmento de los mismos, o un fragmento de una secuencia homologa de los mismos.

Segun un aspecto de la invencion, una diana contra la que se dirige un constructo polipeptidico heteroespecifico que
comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-proteina sérica es factor de von Willebrand (VWWF). Segun otro aspecto de la invencion, la diana es los
dominios A1 o A3 de vVWF. Segun otro aspecto de la invencion, la diana es gplb. Segun otro aspecto de la invencion,
la diana es gpla/llA. Segun otro aspecto de la invencion, la diana es colageno.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o
mas anticuerpos de un solo dominio anti-vWF fusionados a uno o mas VHH anti-proteina sérica, correspondiendo
las secuencias de dicho polipéptido heteroespecifico a cualquiera de SEQ ID NO: 19 a 21. Los anticuerpos de un
solo dominio anti-vWF en el mismo se derivan de anticuerpos de cadena pesada (VHH) de Camelidae, que se unen
a VWF.

Una realizacion de la presente invencion es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas
anticuerpos de un solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina
sérica diana, en el que la diana es cualquiera de VWF, los dominios A1 o A3 de VWF, gplb o colageno para su uso
en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de trastornos o estados relacionados con la agregacion
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mediada por plaquetas o la disfuncion de la misma. Dichos trastornos incluyen ataque cerebral isquémico transitorio,
angina de pecho inestable, infarto cerebral, infarto de miocardio, enfermedad oclusiva arterial periférica, reestenosis.
Dichos estados incluyen los que surgen de injerto de revascularizacion coronaria, valvuloplastia de arteria coronaria
e intervenciones coronarias tales angioplastia, colocacion de endoprétesis o aterectomia.

Un aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica, en el que la diana es
cualquiera de VWF, los dominios A1 o A3 de VWF o colageno para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el
alivio de trastornos o estados relacionados con la agregacion mediada por plaquetas o la disfuncién de la misma, en
el que dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por via intravenosa, por via oral, por via
sublingual, de manera tdpica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es el uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica diana, en el que
la diana es cualquiera de vWF, los dominios A1 o A3 de vVWF o colageno para la preparacion de un medicamento
para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos o estados relacionados con la agregacion mediada por
plaguetas o la disfunciéon de la misma, en el que dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por
via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o
mediante inhalacion.

Otro aspecto es un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos o estados relacionados con la
agregacion mediada por plaquetas o la disfuncién de la misma, que comprende administrar a un sujeto un constructo
polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana fusionados a
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica diana, en el que la diana es cualquiera de VWF, los
dominios A1 o A3 de VWF o colageno, en el que dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por
via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o
mediante inhalacion.

Otro aspecto de la invencion es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos
de un solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica, en el que
la diana es cualquiera de VWF, los dominios A1 o A3 de vWF o colageno para su uso en el tratamiento, la
prevencion y/o el alivio de trastornos o estados relacionados con la agregacion mediada por plaquetas o la
disfuncion de la misma.

Otro aspecto es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica, en el que la
diana es cualquiera de VWF, los dominios A1 o A3 de vVWF o colageno para la preparacion de un medicamento para
el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos o estados relacionados con la agregacion mediada por
plaguetas o la disfuncién de la misma.

Un aspecto de la invenciéon es que los VHH anti-vWF, anti-A1 de VWF o anti-A3 de vVWF o anti-colageno de la
presente invencion pueden derivarse de VHH de cualquier clase. Por ejemplo, pueden derivarse de la clase de VHH
con alta homologia con la secuencia de VH humana, o pueden derivarse de cualquiera de las otras clases de VHH,
incluyendo la clase principal de VHH. Estos VHH incluyen los dominios VHH de Camelidae de longitud completa y
pueden comprender un dominio de Fc humano si son necesarias funciones efectoras.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-vWF en el que dicho polipéptido heteroespecifico corresponde a una
secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 19 a 21, una secuencia homologa de la misma, una parte
funcional de la misma o una secuencia homdloga de una parte funcional de la misma. SEQ ID NO: 19 a 21
comprenden VHH anti-vWF y VHH anti-albumina sérica de ratén.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-
proteina sérica, en el que la diana es cualquiera de VWF, los dominios A1 o A3 de vWF, gplb o colageno y en el que
dichos anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica corresponden a SEQ ID NO: 1, una secuencia homologa
de la misma, tal como se define en las reivindicaciones.

Durante su vida, los sujetos pueden desarrollar una respuesta alérgica frente a parasitos inofensivos (por ejemplo,
Dermatophagoides pteronyssinus, acaro del polvo doméstico) o sustancias (masas de microorganismos, plasticos,
metales). Esto da como resultado la induccion de moléculas de IgE que inician una cascada de respuestas
inmunolégicas. Un aspecto de la presente invencion es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-IgE, impidiendo dicho constructo polipeptidico heteroespecifico la
interaccion de IgE con su(s) receptor(es) en mastocitos y baséfilos. Como tales, impiden la iniciacion de la cascada
inmunolégica, una reaccion alérgica.
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Segun un aspecto de la invencion, una diana contra la que se dirige un constructo polipeptidico heteroespecifico que
comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-proteina sérica es IgE. Dichos anticuerpos pueden dirigirse contra IgE entera o un fragmento de la
misma, o un fragmento de una secuencia homologa de la misma.

Un aspecto se refiere a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica, en el que las
secuencias de dicho polipéptido heteroespecifico corresponden a cualquiera de SEQ ID NO: 22 a 24. Los
anticuerpos de un solo dominio anti-IgE en el mismo se derivan de anticuerpos de cadena pesada (VHH) de
Camelidae, que se unen a IgE.

Los anticuerpos de un solo dominio anti-diana pueden dirigirse contra IgE-alfa entera o un fragmento de la misma, o
un fragmento de una secuencia homdloga de la misma.

Una realizaciéon es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en el
tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de trastornos relacionados con alergias. Dichos trastornos
comprenden una amplia gama de enfermedades mediadas por IgE tales como fiebre del heno, asma, dermatitis
atopica, reacciones alérgicas de la piel, reacciones alérgicas oculares y alergias alimentarias.

Un aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en el
tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con alergias, en el que dicho VHH se administra
por via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera topica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o
mediante inhalacion.

Otro aspecto es el uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con
alergias, en el que dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por via intravenosa, por via oral, por
via sublingual, de manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos relacionados con alergias, que
comprende administrar a un sujeto un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas
anticuerpos de un solo dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica
por via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o
mediante inhalacion.

Otro aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con
alergias.

Otro aspecto es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos relacionados con
alergias.

Un aspecto es que los anticuerpos de un solo dominio anti-IgE de la presente invencion pueden derivarse de VHH
de cualquier clase. Por ejemplo, pueden derivarse de una clase de VHH con alta homologia con la secuencia de VH
humana, o pueden derivarse de cualquiera de las otras clases de VHH, incluyendo la clase principal de VHH. Dichos
VHH pueden derivarse de Camelidae. Estos VHH incluyen los dominios VHH de Camelidae de longitud completa y
pueden comprender un dominio de Fc humano si son necesarias funciones efectoras.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-
proteina sérica, en el que los polipéptidos heteroespecificos corresponden a una secuencia representada por
cualquiera de SEQ ID NO: 22 a 24, una secuencia homdloga de la misma, una parte funcional de la misma o una
secuencia homologa de una parte funcional de la misma. SEQ ID NO: 22 a 24 comprenden VHH de Camelidae anti-
IgE y VHH de Camelidae anti-albimina sérica de raton.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-IgE fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-
proteina sérica en el que dichos anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica corresponden a SEQ ID NO: 1
(VHH de Camelidae anti-proteina sérica), una secuencia homologa de la misma, tal como se define en las
reivindicaciones.
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Por tanto, un constructo polipeptidico heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento reduce o
previene una respuesta alérgica debida a alérgenos comunes o poco habituales. Ademas, el constructo tiene una
duracion prolongada en la sangre aumentando asi la ventana terapéutica.

Se cree que el interferon-gamma (IFN-gamma) desempefia un papel importante en diversos trastornos, por ejemplo,
en trastornos inflamatorios tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria del
intestino, colitis ulcerosa, esclerosis multiple y reacciones hiperinmunitarias en el ojo. También se ha mostrado que
IFN-gamma desempefia un papel significativo en la patologia de enfermedades autoinmunitarias. Por ejemplo, la
presencia de IFN-gamma se ha implicado en artritis reumatoide (Brennan et al, Brit. J. Rheum., 31, 293-8 (1992)).
Se han desarrollado varias estrategias para antagonizar la accion de estas citocinas y se usan actualmente para
tratar diversos estados patolégicos.

IFN-gamma en su forma bioactiva es un dimero y el surco formado por las dos subunidades es importante para su
actividad bioldgica a través de la interaccion con el de receptor de IFN-gamma. Un inhibidor de IFN-gamma que
tenga suficiente especificidad y selectividad frente a IFN-gamma puede ser un compuesto farmacéutico profilactico o
terapéutico eficaz para prevenir o tratar trastornos inflamatorios. Las enfermedades asociadas con IFN-gamma
incluyen esclerosis multiple, artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis reumatoide juvenil y artritis
psoriasica (documento US6.333.032 Advanced Biotherapy Concepts, Inc.). Otras enfermedades incluyen
enfermedad de Crohn y psoriasis (documento US6.329.511 Protein Design Labs). Aun otras enfermedades son
enfermedad del intestino, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn (documento EP0695189 Genentech).

Ninguno de los farmacos disponibles en la actualidad es completamente eficaz para el tratamiento de enfermedad
autoinmunitaria, y la mayor parte estan limitados por una grave toxicidad. Ademas, desarrollar una nueva entidad
quimica (NEQ) con suficiente potencia y selectividad frente a tal secuencia diana es un proceso extremadamente
dificil y largo. Los agentes terapéuticos basados en anticuerpos tienen, por otro lado, un potencial significativo como
farmacos porque tienen una especificidad exquisita para su diana y una baja toxicidad inherente. Ademas, puede
reducirse considerablemente el tiempo de desarrollo en comparacion con el desarrollo de nuevas entidades
quimicas (NEQ). Sin embargo, los anticuerpos convencionales son dificiles de producir contra proteinas
multiméricas en las que el dominio de union al receptor del ligando esta incluido en un surco, como es el caso con
IFN-gamma.

Los constructos polipeptidicos heteroespecificos de la presente invencion, en los que el anticuerpo de un solo
dominio anti-diana se dirige contra TNF-alfa, superan los problemas experimentados usando agentes terapéuticos
peptidicos de la técnica debido a las propiedades de la misma tal como estabilidad, tamafio y expresion fiable.
Ademas, los inventores han encontrado que, a pesar de la presencia de un surco en IFN-gamma multimérico, los
constructos polipeptidicos heteroespecificos todavia pueden lograr una fuerte unién a IFNA-gamma.

Segun un aspecto, una diana contra la que se dirigen uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana de un
constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-diana
fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica es interferén-gamma (IFN-gamma). Se
secreta IFN-gamma por algunas células T. Ademas de su actividad antiviral, IFN-gamma estimula linfocitos citoliticos
naturales (NK) y células T auxiliares 1 (Th1), y activa macréfagos y estimula la expresién de moléculas de CMH en la
superficie de células. Por tanto, IFN-gamma sirve generalmente para potenciar muchos aspectos de la funcion
inmunitaria, y es un candidato para el tratamiento de trastornos en los que el sistema inmunitario es hiperactivo por
ejemplo, enfermedad de Crohn, trastornos autoinmunitarios y rechazo de trasplante de 6rganos ademas de
trastornos inflamatorios tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y esclerosis multiple.

Un aspecto se refiere a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica,
correspondiendo las secuencias de dicho polipéptido heteroespecifico a cualquiera de SEQ ID NO: 25 a 27. Los
anticuerpos de un solo dominio anti-IFN-gamma en el mismo se derivan de anticuerpos de cadena pesada (VHH) de
Camelidae, que se unen a IFN-gamma.

Los anticuerpos de un solo dominio anti-diana pueden dirigirse contra IFN-gamma entero o un fragmento del mismo,
o un fragmento de una secuencia homologa del mismo.

Una realizaciéon es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en
el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de los trastornos en los que el sistema inmunitario es
hiperactivo, tal como se mencioné anteriormente. La terapia actual consiste en la administracién intravenosa de
anticuerpos anti-lIFN-gamma. La administracion oral de estos constructos polipeptidicos heteroespecificos da como
resultado la administracién de tales moléculas en una forma activa en el colon en sitios que estan afectados por el
trastorno. Estos sitios estan sumamente inflamados y contienen células productoras de IFN-gamma. Estos
constructos polipeptidicos heteroespecificos pueden neutralizar el IFN-gamma localmente, evitando la distribucion
por todo el cuerpo y limitando por tanto los efectos secundarios negativos. Microorganismos modificados
genéticamente tales como Micrococcus lactis pueden secretar fragmentos de anticuerpos. Tales microorganismos
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modificados pueden usarse como vehiculos para la produccion local y la administracion de fragmentos de
anticuerpos en el intestino. Usando una cepa que produce un constructo polipeptidico heteroespecifico neutralizante
de IFN-gamma, podra tratarse un trastorno inflamatorio del intestino.

Otro aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en
el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos en los que el sistema inmunitario es hiperactivo, en el que
dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de
manera tépica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es el uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos en los que el sistema
inmunitario es hiperactivo, en el que dicho constructo polipeptidico heteroespecifico se administra por via
intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera tdpica, por via nasal, por via vaginal, por via rectal o
mediante inhalacion.

Otro aspecto es un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de trastornos en los que el sistema inmunitario es
hiperactivo, que comprende administrar a un sujeto un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno
0 mas anticuerpos de un solo dominio anti-lIFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-
proteina sérica por via intravenosa, por via oral, por via sublingual, de manera tdpica, por via nasal, por via vaginal,
por via rectal o mediante inhalacion.

Otro aspecto es un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un solo
dominio anti-IFN-gamma unidos a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su uso en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos en los que el sistema
inmunitario es hiperactivo.

Otro aspecto es un uso de un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende uno o mas anticuerpos de un
solo dominio anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica para su
uso en la preparacion de un medicamento para el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de trastornos en los que el
sistema inmunitario es hiperactivo.

Un aspecto es que los anticuerpos de un solo dominio anti-IFN-gamma de la presente invencién pueden derivarse
de VHH de cualquier clase. Por ejemplo, pueden derivarse de una clase de VHH con alta homologia con la
secuencia de VH humana, o pueden derivarse de cualquiera de las otras clases de VHH, incluyendo la clase
principal de VHH. Estos VHH incluyen los dominios VHH de Camelidae de longitud completa y pueden comprender
un dominio de Fc humano si son necesarias funciones efectoras.

El aspecto y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas VHH anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-proteina sérica en el
que dicho polipéptido heteroespecifico corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 25
a 27, una secuencia homologa de la misma, una parte funcional de la misma o una secuencia homéloga de una
parte funcional. SEQ ID NO: 25 a 27 comprenden VHH anti-IFN-gamma y VHH anti-albumina sérica de ratén.

Los aspectos y las realizaciones anteriores se aplican a un constructo polipeptidico heteroespecifico que comprende
uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-IFN-gamma fusionados a uno o mas VHH anti-proteina sérica en el
que dichos VHH anti-proteina sérica corresponden a SEQ ID NO: 1, una secuencia homologa de la misma, tal como
se define en las reivindicaciones.

Una realizacion de la presente invencién es un clon recombinante que comprende acido nucleico que codifica para
un constructo polipeptidico heteroespecifico segun la invencién. En un aspecto de la invencion, dicho acido nucleico
codifica para uno o mas anticuerpos de un solo dominio cada uno dirigido contra un antigeno diana terapéutico o de
diagnéstico y uno o mas anticuerpos de un solo dominio dirigidos contra una proteina sérica, dichos anticuerpos de
un solo dominio ligados sin ligadores intermedios, o con una o mas secuencias de ligador peptidico. Segun un
aspecto de la invencién, una secuencia de ligador es cualquier secuencia de ligador adecuada conocida en la
técnica. Segun otro aspecto de la invencién, una secuencia de ligador es una secuencia que se produce de manera
natural. Propiedades preferidas de las secuencias de ligadores son que no son inmunogénicas o no son
significativamente inmunogénicas, pueden proporcionar suficiente flexibilidad al constructo polipeptidico
heteroespecifico, y son resistentes a la degradacion proteolitica. Un ejemplo de un ligador segun la invencion es el
dado a conocer en el documento PCT/EP96/01725 que se deriva de la region bisagra de VHH.

Segun otro aspecto de la invencion, un clon comprende acido nucleico que codifica para un polipéptido
correspondiente a una secuencia representada por SEQ ID NO: 1, una secuencia homologa de la misma, tal como
se define en las reivindicaciones, y acido nucleico que codifica para uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-
diana, una secuencia homologa del mismo, una parte funcional del mismo o una secuencia homoéloga de una parte
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funcional del mismo.

Segun otro aspecto, un clon comprende acido nucleico que puede codificar para un polipéptido correspondiente a
una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 5 a 27, una secuencia homdloga de la misma, una parte
funcional de la misma o una secuencia homologa de una parte funcional de la misma.

Esta dentro del alcance de la invencién que esté presente acido nucleico que codifica para multiples VHH anti-diana
y/o multiples VHH anti-proteina sérica en un clon de la invencion.

Mediante la transformacion de un huésped compatible con un clon que codifica para un constructo polipeptidico
heteroespecifico de la invencién, el constructo polipeptidico heteroespecifico puede producirse en cantidades
suficientes para su uso en terapia. Los ejemplos de organismos en los que puede transformarse dicho clon incluyen,
pero no se limitan a, E. coli o Saccharomyces cerevisiae.

Otra realizacion de la presente invencion es un método para prolongar la semivida de un VHH anti-diana que
comprende la etapa de unir al mismo uno o mas anticuerpos de un solo dominio anti-albimina sérica. Tal como ya
se menciond anteriormente, se conocen en la técnica métodos para la unién o pueden ser cualquier método futuro,
por ejemplo, pueden fusionarse mediante acoplamiento quimico, fusionarse a nivel del ADN, etc.

El tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de uno o mas de los trastornos mencionados en el
presente documento implican generalmente administrar a un sujeto una “cantidad terapéuticamente eficaz’ de
constructo polipeptidico heteroespecifico. Por “cantidad terapéuticamente eficaz’, “dosis terapéuticamente eficaz” y
“cantidad eficaz” quiere decirse la cantidad necesaria para lograr el resultado o los resultados deseados. Un experto
habitual en la técnica reconocera que la potencia y, por tanto, una “cantidad eficaz’, puede variar para los diversos
compuestos que inhiben una ruta del trastorno usados en la invenciéon. Un experto en la técnica puede evaluar
facilmente la potencia del compuesto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “compuesto” se refiere a un constructo polipeptidico
heteroespecifico tal como se da a conocer en el presente documento, un polipéptido representado por SEQ ID NO: 5
a 27, una secuencia homologa del mismo, o un homaélogo del mismo, o un acido nucleico que puede codificar para
dicho polipéptido.

Por “farmacéuticamente aceptable” quiere decirse un material que es no es no deseado biolégicamente o de otro
modo, es decir, el material puede administrarse a un individuo junto con el compuesto sin provocar ningun efecto
bioldgico no deseado ni interaccionar de manera perjudicial con ninguno de los demas componentes de la
composicion farmacéutica en la que esta contenido.

La invencion dada a conocer en el presente documento es Util para tratar o prevenir un estado relacionado con un
trastorno tal como se menciona en el presente documento (por ejemplo, alergia y/o inflamacion), en un sujeto y que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto o una composicién que se une a un
componente implicado en la ruta del trastorno (por ejemplo, a IgE y/o TNF-alfa en el torrente sanguineo), inhibiendo
asi la ruta del trastorno y el trastorno.

Un aspecto es el uso de compuestos de la invencion para tratar o prevenir un estado relacionado con un trastorno tal
como se menciona en el presente documento (por ejemplo, alergia y/o inflamacioén), en un sujeto y que comprende
administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto en combinacién con otro, tal como, por
ejemplo, aspirina.

La presente invencién no se limita a la administracion de formulaciones que comprenden un Gnico compuesto de la
invencion. Esta dentro del alcance de la invencion proporcionar tratamientos de combinaciéon en los que a un
paciente que lo necesita se le administra una formulaciéon que comprende mas de un compuesto de la invencion.

Se conoce bien en la técnica como determinar la inhibicion de la ruta de un trastorno usando las pruebas
convencionales descritas en el presente documento, o usando otras pruebas similares. Preferiblemente, el método
dara como resultado una reduccion de al menos el 10% en un indicador del trastorno, incluyendo, por ejemplo, el
15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%,60%, 70%, 80%, 90%, 100%, o cualquier cantidad entremedia, mas
preferiblemente en el 90%. Por ejemplo, una inhibicion de una ruta alérgica mediante la inhibicién de IgE por un
péptido de la invencién podra dar como resultado una reduccién del 10% en los niveles de IgE especificos de
alimentos.

El compuesto util en la presente invencion puede formularse como composiciones farmacéuticas y administrarse a
un huésped mamifero, tal como un paciente humano o cualquier animal, en una variedad de formas adaptadas a la
via de administracion elegida, es decir, por via oral o por via parenteral, por via intranasal mediante inhalacion, vias
intravenosa, intramuscular, tépica o subcutanea.

El compuesto de la presente invencion también puede administrarse usando métodos de administracion de terapia

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2466716 T3

génica. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.399.346, que se incorpora como referencia en su
totalidad. Usando un método de administracion de terapia génica, pueden transfectarse adicionalmente células
primarias transfectadas con el gen para el compuesto de la presente invencién, con promotores especificos de tejido
para seleccionar como diana 6rganos, tejido, injertos, tumores o células especificos.

Por tanto, el presente compuesto puede administrarse de manera sistémica, por ejemplo, por via oral, en
combinaciéon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un portador comestible
asimilable. Puede encerrarse en capsulas de gelatina de cubierta dura o blanda, puede someterse a compresion
para dar comprimidos o puede incorporarse directamente con los alimentos de la dieta del paciente. Para la
administracion terapéutica oral, el compuesto activo puede combinarse con uno o mas excipientes y usarse en forma
de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y
similares. Tales composiciones y preparaciones deben contener al menos el 0,1% de compuesto activo. Por
supuesto, el porcentaje de las composiciones y preparaciones puede variarse y puede ser de manera conveniente
de entre aproximadamente el 2 y aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosificacién unitaria dada. La
cantidad de compuesto activo en tales composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtiene un nivel de
dosificacion eficaz.

Los comprimidos, trociscos, pastillas, capsulas y similares pueden contener lo siguiente: aglutinantes tales como
goma tragacanto, goma arabiga, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato de dicalcio; un agente
disgregante tal como almidén de maiz, almidon de patata, acido alginico y similares; un lubricante tal como estearato
de magnesio; y un agente edulcorante tal como sacarosa, fructosa, lactosa o aspartamo o puede afadirse un agente
aromatizante tal como menta piperita, aceite de gaulteria o aromatizante de cereza. Cuando la forma de dosificacion
unitaria es una capsula, puede contener, ademas de materiales del tipo anterior, un portador liquido, tal como un
aceite vegetal o un polietilenglicol. Otros diversos materiales pueden estar presentes como recubrimientos o para
modificar de otro modo la forma fisica de la forma de dosificacion unitaria sélida. Por ejemplo, comprimidos, pastillas
o capsulas pueden recubrirse con gelatina, cera, goma laca o azucar y similares. Un jarabe o elixir puede contener el
compuesto activo, sacarosa o fructosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un
colorante y aromatizante tal como aroma de cereza o naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la
preparacion de cualquier forma de dosificacion unitaria debe ser farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no
toxico en las cantidades empleadas. Ademas, el compuesto activo puede incorporarse en preparaciones y
dispositivos de liberacién sostenida.

El compuesto activo también puede administrarse por via intravenosa o por via intraperitoneal mediante infusién o
inyeccion. Pueden prepararse disoluciones del compuesto activo o sus sales en agua, opcionalmente mezclada con
un tensioactivo no toxico. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina y
mezclas de los mismos y en aceites. En las condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones
contienen un conservante para impedir el crecimiento de microorganismos.

Las formas de dosificacion farmacéuticas adecuadas para inyeccion o infusion pueden incluir disoluciones o
dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden el principio activo que estan adaptados para la
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables o infundibles estériles, opcionalmente
encapsuladas en liposomas. En todos los casos, la forma de dosificacion final debe ser estéril, fluida y estable en las
condiciones de fabricaciéon y almacenamiento. El portador o vehiculo liquido puede ser un disolvente o medio de
dispersion liquido que comprende, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicoles liquidos y similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no tdxicos, y mezclas adecuadas de los
mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante la formacion de liposomas, mediante el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La
prevencion de la accion de microorganismos puede provocarse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, tampones o cloruro de sodio. Puede provocarse la
absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las composiciones de agentes que
retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan disoluciones inyectables estériles mediante la incorporacion del compuesto activo en la cantidad
requerida en el disolvente apropiado con diversos de lo demas componentes enumerados anteriormente, segun se
requiere, seguido por esterilizacion por filtracion. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado a vacio y de liofilizacion, que
producen un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional presente en las disoluciones
esterilizadas por filtraciéon previamente.

Para la administracion topica, el presente compuesto puede aplicarse en forma pura, es decir, cuando son liquidos.
Sin embargo, generalmente sera deseable administrarlos a la piel como composiciones o formulaciones, en
combinacién con un portador dermatolégicamente aceptable, que puede ser un sélido o un liquido.

Los portadores solidos utiles incluyen soélidos finamente divididos tales como talco, arcilla, celulosa microcristalina,
silice, alimina y similares. Los portadores liquidos utiles incluyen agua, hidroxialquilos o glicoles o mezclas agua-
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alcohol/glicol, en los que puede disolverse o dispersarse el presente compuesto a niveles eficaces, opcionalmente
con la ayuda de tensioactivos no téxicos. Pueden afiadirse adyuvantes tales como fragancias y agentes
antimicrobianos adicionales para optimizar las propiedades para un uso dado. Las composiciones liquidas
resultantes pueden aplicarse desde almohadillas absorbentes, usadas para impregnar vendas y otros apdésitos, o
pulverizarse sobre la zona afectada usando pulverizadores de tipo bomba o de aerosol.

También pueden emplearse espesantes tales como polimeros sintéticos, acidos grasos, sales y ésteres de acidos
grasos, alcoholes grasos, celulosas modificadas o materiales minerales modificados, con portadores liquidos para
formar pastas extensibles, geles, pomadas, jabones y similares, para la aplicacion directamente a la piel del usuario.

En la técnica se conocen ejemplos de composiciones dermatolégicas utiles que pueden usarse para administrar el
compuesto a la piel; por ejemplo, véanse Jacquet et al. (patente estadounidense n.° 4.608.392), Geria (patente
estadounidense n.° 4.992.478), Smith et al. (patente estadounidense n.° 4.559.157) y Wortzman (patente
estadounidense n.° 4.820.508).

Pueden determinarse dosificaciones utiles del compuesto mediante la comparaciéon de su actividad in vitro y la
actividad in vivo en modelos de animales. En la técnica se conocen métodos para la extrapolacion de dosificaciones
eficaces en ratones, y otros animales, a seres humanos; por ejemplo, véase la patente estadounidense
n.° 4.938.949.

Generalmente, la concentracion del/de los compuesto(s) en una composicion liquida, tal como una locion, sera de
aproximadamente el 0,1-25% en peso, preferiblemente de aproximadamente el 0,5-10% en peso. La concentracion
en una composicion semisolida o sélida tal como un gel o un polvo sera de aproximadamente el 0,1-5% en peso,
preferiblemente de aproximadamente el 0,5-2,5% en peso.

La cantidad del compuesto, o una sal activa o derivado del mismo, requerida para su uso en tratamiento variara no
s6lo con la sal particular seleccionada sino también con la via de administracién, la naturaleza del estado que esté
tratandose y la edad y el estado del paciente y sera en ultima instancia a criterio del médico o médico clinico
encargado. La dosificacion del compuesto también varia dependiendo de la célula, el tumor, el tejido, el injerto o el
6rgano diana.

La dosis deseada puede presentarse de manera conveniente en una Unica dosis o en dosis divididas administradas
a intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas subdosis al dia. La propia subdosis puede
dividirse adicionalmente, por ejemplo, en varias administraciones diferenciadas espaciadas sin demasiado rigor;
tales como multiples inhalaciones desde un insuflador o mediante la aplicaciéon de una pluralidad de gotas en el ojo.

Un régimen de administracion podra incluir el tratamiento diario, a largo plazo. Por “a largo plazo” quiere decirse al
menos dos semanas y preferiblemente, varias semanas, meses o afios de duracién. Un experto habitual en la
técnica puede determinar modificaciones necesarias en este intervalo de dosificacién usando sélo experimentacion
de rutina dadas las ensefianzas en el presente documento. Véase Remington’s Pharmaceutical Sciences (Martin,
E.W., ed. 4), Mack Publishing Co., Easton, PA. También puede ajustarse la dosificacion por el médico individual en
el caso de cualquier complicacion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Inmunizacién de llamas

Se inmunizé una llama con albumina sérica humana (HSA). En la tabla 1 se resume el esquema de inmunizacion.

Ejemplo 2: Clonacioén de repertorio

Se aislaron linfocitos de sangre periférica (PLB) mediante centrifugacion en un gradiente de densidad (Ficoll-Paque
Plus Amersham Biosciences). Se usaron los PBL para extraer ARN total (Chomczynski y Sacchi 1987). Se preparé
ADNCc en 100 pg de ARN total con transcriptasa inversa de VLMM (Gibco BRL) usando oligonucleétidos oligo d(T).
Se purifico el ADNc con una extraccion con fenol/cloroformo, seguido por una precipitacion con etanol y
posteriormente se usé como molde para amplificar el repertorio de VHH.

En una primera PCR, se amplifico el repertorio de segmentos génicos de anticuerpos tanto convencionales (1,6 kb)
como de cadena pesada (1,3 kb) usando un cebador especifico lider (5 - GGCTGAGCTCGGTGGTCCTGGCT- 3') y
el cebador de oligo d(T) (5- AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAATTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’). Se separaron
los fragmentos de ADN resultantes mediante electroforesis en gel de agarosa y se purificé del gel de agarosa el
fragmento de 1,3 kb, que codifica para segmentos de anticuerpo de cadena pesada. Se realizé una segunda PCR
usando una mezcla de cebadores inversos de FR1 y el mismo cebador directo de oligo d(T). Se digirieron los
productos de PCR con Sfil (introducido en el cebador de FR1) y BstEll (que se produce de manera natural en FR4).
Tras la electroforesis en gel, se purificd del gel el fragmento de ADN de aproximadamente 400 pares de bases y se
ligd en los sitios de restriccion correspondientes del fagémido pAX004 para obtener una biblioteca de VHH clonados
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tras electroporacién de Escherichia coli TG1. El tamafio de la biblioteca era de 1,4 x 107 ufc, y todos los clones
contenian el inserto del tamafio correcto.

Ejemplo 3: Rescate de la biblioteca, preparacion en fago

Se hizo crecer la biblioteca a 37°C en 10 ml de medio 2xTY que contenia glucosa al 2% y ampicilina 100 pg/ml,
hasta que la DO600nm alcanzé 0,5. Se afiadieron fagos M13KO7 (10'%) y se incubd la mezcla a 37°C 2 veces
durante 30 minutos, en primer lugar sin agitacion, luego con agitacion a 100 rpm. Se centrifugaron las células
durante 10 minutos a 4500 rpm a temperatura ambiente. Se resuspendié el sedimento bacteriano en 50 ml de medio
2xTY que contenia ampicilina 100 pg/ml y kanamicina 25 pg/ml, y se incub6 durante la noche a 37°C con agitacion
vigorosa a 250 rpm. Se centrifugaron los cultivos durante la noche durante 15 minutos a 10.000 rpm a 4°C. Se
precipitaron con PEG los fagos (polietilenglicol al 20% y NaCl 1,5 M) y se centrifugaron durante 30 minutos a
10.000 rpm. Se resuspendi6 el sedimento en 20 ml de PBS. Se precipitaron con PEG los fagos de nuevo y se
centrifugaron durante 30 minutos a 20.000 rpm y 4°C. Se disolvi6 el sedimento en 5 ml de PBS-caseina al 1%. Se
titularon los fagos mediante infeccion de células TG1 a DO600nm= 0,5 y se sembraron sobre placas de LB-agar que
contenian ampicilina 100 ug/ml y glucosa al 2%. EI nimero de transformantes indica el numero de fagos (= ufp). Se
almacenaron los fagos a -80°C con glicerol al 15%.

Ejemplo 4: ELISA de fago

Se recubrié una placa de microtitulacion (Maxisorp) durante la noche a 4°C con PBS-caseina al 1% o con HSA
5 ug/ml (albumina sérica humana). Se lavo la placa 3 veces con PBS-Tween (Tween20 al 0,05%) y se bloqued
durante 2 horas a temperatura ambiente con 200 ul de PBS-caseina al 1%. Se lavé la placa cinco veces con PBS-
Tween. Se prepararon los fagos tal como se describié anteriormente y se aplicaron a los pocillos en diluciones
dobles consecutivas. Se lavaron las placas cinco veces con PBS-Tween. Se detectaron los fagos unidos con un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-M13 conjugado con peroxidasa del rabano (HRP) diluido 1/2000 en PBS. Se
lavaron las placas cinco veces con PBS-Tween. Se realiz6 la tincién con ABTS/H20, y se midieron las sefiales tras
30 minutos a 405 nm. En la figura 1 se muestran los resultados e indican la presencia de nanocuerpos especificos
de HSA en la biblioteca.

Ejemplo 5: Seleccidén: primera y segunda tanda de cribado biolégico

Se recubrié un pocillo en una placa de microtitulacion con albumina sérica de raton 10 pg/ml (MSA) o con PBS que
contenia caseina al 1%. Tras incubacion durante la noche a 4°C, se bloquearon los pocillos con PBS que contenia
caseina al 1%, durante 3 horas a temperatura ambiente (TA). Se afiadieron 200 ul de fagos a los pocillos. Tras
incubacion durante 2 horas a TA, se lavaron los pocillos 10 veces con PBS-Tween y 10 veces con PBS. Se eluyeron
los fagos unidos con 100 pl de tampodn glicina 0,2 M, pH= 2,4. Se realizaron las eluciones durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se permiti6 que los fagos eluidos infectasen células de E. coli TG1 con crecimiento
exponencial, y luego se sembraron en placas de LB-agar que contenian ampicilina 100 ug/ml y glucosa al 2%. Se
realizd una segunda tanda con las mismas condiciones tal como se describié anteriormente. En la tabla 2 se
resumen los resultados.

Ejemplo 6: Examen de clones individuales tras el cribado bioldgico

ELISA: unién a albumina sérica humana (HSA) y albumina sérica de ratéon (MSA)

Se us6 una colonia individual para iniciar un cultivo durante la noche en LB que contenia glucosa al 2% y ampicilina
100 pg/ml. Se diluy6 este cultivo durante la noche 100 veces en medio TB que contenia ampicilina 100 pg/ml, y se
incubd a 37°C hasta DO600nm= 0,5. Se afiadiéd IPTG 1 mM y se incubd el cultivo durante 3 horas mas a 37°C o
durante la noche a 28°C. Se centrifugaron los cultivos durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C. Se congel6 el
sedimento durante la noche o durante 1 hora a -20°C. A continuacion, se descongeld el sedimento a temperatura
ambiente durante 40 minutos, se resuspendié en PBS y se agitd en hielo durante 1 hora. Se aisl6 la fraccion
periplasmatica mediante centrifugacion durante 20 minutos a 4°C a 20.000 rpm. Se us6 el sobrenadante que
contenia los VHH para analisis adicional.

Se recubrié una placa de microtitulacion con HSA 5 ug/ml, con albumina sérica de ratén 5 ug/ml (MSA) o con PBS-
caseina al 1%, durante la noche a 4°C. Se bloquearon las placas durante dos horas a temperatura ambiente con
300 pl de caseina al 1% en PBS. Se lavaron las placas tres veces con PBS-Tween. Se prepard la fraccion
periplasmatica para 23 clones individuales tras la primera y segunda tanda de seleccion, y se permitié que se uniera
a los pocillos de la placa de microtitulacién. Se lavaron las placas seis veces con PBS-Tween; tras lo cual se detectd
la unién de nanocuerpo mediante incubacién con anticuerpo monoclonal de ratén anti-histidina Serotec MCA 1396
(dilucion 1/1000) en PBS durante 1 hora a TA seguido por conjugado de anticuerpo anti-raton-fosfatasa alcalina
1/2000 en PBS, también durante 1 hora a TA. Se realizé la tincidon con el sustrato PNPP (fosfato de p-nitrofenilo, 2
mg/ml en dietanolamina 1 M, Mg2SO. 1 mM, pH 9,8) y se midieron las sefales tras 30 minutos a 405 nm. En la tabla
3 se resumen los resultados.
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Ejemplo 7: Patrén y secuenciacion de Hinfl

Se realiz6é una PCR con clones positivos tras la segunda tanda de cribado, con un conjunto de cebadores que se
unen a una secuencia en el vector. Se digiri6 el producto de PCR con la enzima de restriccion Hinfl y se cargé en un
gel de agarosa. Se seleccionaron 4 clones con un patron de Hinfl diferente para evaluaciéon adicional. Se
secuenciaron esos clones, y en la tabla 4 se resumen los resultados (SEQ ID NO: 1, 2, 3y 4).

Ejemplo 8: Someter a prueba la reactividad cruzada con albimina de diferentes especies

Se ejecutd una SDS-PAGE para plasma (dilucion 1/10) de diferentes especies (babuino, cerdo, hamster, ser
humano, rata, ratén y conejo) y se sometio a transferencia sobre una membrana de nitrocelulosa. Se prepararon los
fagos para los clones MSA 21, MSA 24, MSA 210, MSA212 y un nanocuerpo de control tal como se describe en el
ejemplo 3. Se permitié que los fagos se unieran a las albuminas séricas sometidas a transferencia en nitrocelulosa y
se eliminaron por lavado los fagos no unidos. Se detecté la unién con un anticuerpo policlonal anti-M13 acoplado a
HRP. Se usé DAP como sustrato para la deteccioén. En la figura 2 se muestran los resultados.

A partir de estos resultados, puede concluirse que los 4 agentes de unién dan reaccion cruzada entre albumina
sérica de cerdo, ser humano, ratéon (menos para MSA212) y hamster. MSA 21 también da reaccién cruzada con
albumina sérica de conejo. Con el nanocuerpo irrelevante, no se observé uniéon (no mostrado).

Como experimento de control, se ejecuté una SDS-PAGE con las diferentes muestras de plasma diluido 1/100 en
PBS. Se tifi6 el gel con Coomassie. Puede concluirse a partir de la figura 3 que los niveles de albumina en todas las
muestras de plasma son altos excepto para plasma de conejo, con bajos niveles de albumina.

Ejemplo 9: Expresion y purificacion

Se preparo6 plasmido para los agentes de union y se transformé en células electrocompetentes WK6. Se us6 una
colonia individual para iniciar un cultivo durante la noche en LB que contenia glucosa al 2% y ampicilina 100 pg/ml.
Se diluy6 este cultivo durante la noche 100 veces en 300 ml de medio TB que contenia ampicilina 100 pg/ml, y se
incubd a 37°C hasta DO600nm= 0,5. Se afiadié IPTG 1 mM y se incubd el cultivo durante 3 horas mas a 37°C o
durante la noche a 28°C.

Se centrifugaron los cultivos durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C. Se congel6 el sedimento durante la noche o
durante 1 hora a -20°C. A continuacion, se descongel6 el sedimento a temperatura ambiente durante 40 minutos, se
resuspendid en 20 ml de PBS y se agité en hielo durante 1 hora. Se aisl6 la fraccion periplasmatica mediante
centrifugacion durante 20 minutos a 4°C a 20.000 rpm. Se cargo el sobrenadante que contenia el nanocuerpo en Ni-
NTA y se purifico hasta homogeneidad.

Ejemplo 10: ELISA con MSA de los nanocuerpos purificados

Se recubrié una placa de microtitulacion con MSA 5 pg/ml durante la noche a 4°C. Tras lavado, se bloque6 la placa
durante 2 horas a TA con PBS-caseina al 1%. Se aplicaron las muestras por duplicado partiendo de una
concentracion de 2500 nM a diluciones 1/3 y se permitié que se unieran durante 2 horas a TA. Se afiadié un suero
de conejo policlonal anti-nanocuerpo a 1/1000 (K208) durante una hora a TA. La deteccién fue con conjugado de
anticuerpo anti-conejo-fosfatasa alcalina a 1/1000 y tincion con PNPP tal como se describe en el ejemplo 6. En la
figura 4 se muestran los resultados.

Ejemplo 11: Construccion de constructos biespecificos

Se construyo el vector de produccion de E. coli pAX11 para permitir la clonacion en dos etapas de VHH bivalente o
biespecifico (figura 5).

Se cloné el VHH carboxilo-terminal en primer lugar con Pstl y BstEll, mientras que en la segunda etapa se inserto el
otro VHH mediante Sfil y Notl, que no cortan dentro del primer fragmento génico. El procedimiento evita la aplicacion
de nuevos sitios mediante amplificacion y por tanto el riesgo de introducir errores de PCR. Se us6 la region bisagra
central de llama como ligador entre los nanocuerpos. Se cloné un VHH contra TNF-alfa humano en el COOH
terminal de nanocuerpos especificos de MSA. En la tabla 4 se resumen las secuencias (SEQ ID NO: 5, 6, 7 y 8). Se
preparo plasmido y se transformo en células electrocompetentes WK6. Se usé una colonia individual para iniciar un
cultivo durante la noche en LB que contenia glucosa al 2% y ampicilina 100 pug/ml. Se diluy6 este cultivo durante la
noche 100 veces en 300 pl de medio TB que contenia ampicilina 100 mg/ml, y se incubd a 37°C hasta DO600nm =
0,5. Se afnadié IPTG 1 mM y se incub6 el cultivo durante 3 horas mas a 37°C.

Se centrifugaron los cultivos durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C. Se congel6 el sedimento durante la noche a

-20°C. A la mafana siguiente, se descongeld el sedimento en la sala fria durante 40 minutos, se resuspendio en
20 ml de PBS y se agito en hielo durante 1 hora. Se aisld la fraccion periplasmatica mediante centrifugacion durante
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20 minutos a 4°C a 10.000 rpm. Se cargo6 el sobrenadante en Ni-NTA y se purifico hasta homogeneidad. En la tabla
4 se muestran las secuencias (SEQ ID NO: 5, 6, 7 y 8). Fue necesaria una etapa de purificacion extra para eliminar
cierto producto de degradacion (5%) con filtracion en gel.

En la tabla 4 se enumera otro VHH biespecifico contra TNF-alfa humano (MP7 12b) (SEQ ID NO: 15, 16, 17 y 18).

Ejemplo 12: Someter a prueba constructo biespecifico en ELISA de tipo sandwich

Se recubrié una placa de microtitulacion con MSA 5 pug/ml durante la noche a 4°C. Se bloquearon las placas durante
dos horas a temperatura ambiente con 300 pl caseina al 1% en PBS. Se lavaron las placas tres veces con PBS-
Tween. Se permitié que la proteina purificada para los constructos biespecificos se uniera a los pocillos de la placa
de microtitulacion a una concentracion de 0,4, 0,5, 2,5 y 2,5 pug/ml para MSA21, MSA24, MSA210 y MSA212
respectivamente. Se lavaron las placas seis veces con PBS-Tween. Se afiadié TNF biotinilado a una concentracion
de 10 pg/ml y se diluyd 3 veces, y se permitié que se uniera durante 2 horas a temperatura ambiente. Se detecto la
union mediante incubacion con conjugado de ratén-extravidina-fosfatasa alcalina (Sigma) 1/2000 en PBS, durante
1 hora a TA. Se realiz6 la tincién con el sustrato PNPP (fosfato de p-nitrofenilo, 2 mg/ml en dietanolamina 1 M,
Mg2SO4 1 mM, pH9,8) y se midieron las sefales tras 30 minutos a 405 nm. En la figura 6 se muestran los resultados
e indican que el constructo biespecifico puede unirse a ambos antigenos simultaneamente.

Ejemplo 13: Determinar la afinidad de agentes de unién a albumina en BIACORE

Se determinaron las afinidades para albumina de ratén en BIACORE mediante la inmovilizaciéon de albumina de
ratéon en un chip CM5 BlAcore usando acoplamiento covalente con EDC-NHS y se resumen en la tabla 5. Los
resultados indican que la afinidad para albumina se conserva en el constructo biespecifico.

Ejemplo 14: Optimizacién de ELISA en plasma o sangre

Se iniciaron experimentos farmacocinéticos para comparar la semivida en ratones del agente de unién de TNF-alfa,
TNF3E, con MSA21/VHH#3E y MSA24/VHH#3E. Por tanto este ELISA tuvo que optimizarse para obtener bajos
niveles de fondo cuando las muestras son en sangre o en plasma. Se recubrié una placa de microtitulacién con
neutravidina. Tras incubacion durante la noche a 4°C, se lavaron las placas y se bloquearon durante 2 horas a TA
con PBS-caseina al 1%. Se permitié que TNF-alfa biotinilado 1 pg/ml durante 30 minutos a TA y se lavo la placa. Se
aplicaron muestras (MSA21/VHH#3E y VHH#3E monovalente) partiendo de una concentracion de 1 ug/ml diluidas
en PBS, plasma al 10% o sangre al 10% y se permitié6 que se unieran durante 2 horas. Tras lavar las placas, se
afiadié un antisuero de conejo a una dilucién de 1/2000 que o bien reconocia la clase de cadena pesada (K208) o
bien reconocia la clase convencional (URL49). Tras incubacion durante 1 hora, se lavaron las placas y se afiadié un
conjugado de anticuerpo anti-conejo-fosfatasa alcalina (Sigma) a una dilucion de 1/1000. Tras incubacion durante
1 hora a TA, se lavaron las placas y se detect6 la unién con sustrato. En la figura 7 se muestran los resultados. Los
resultados muestran claramente que los valores de fondo con los antisueros de conejo (K20B y URL49) son muy
bajos cuando se diluyen las muestras en sangre al 10% o plasma al 10% en comparacion con PBS. El antisuero
URL49 sélo reconoce el nanocuerpo biespecifico MSA21NHH#3E y no el VHH#3E monovalente, por tanto, este
antisuero puede usarse para someter a prueba la integridad de este nanocuerpo biespecifico tras la administracion a
los ratones.

Ejemplo 15: Expresién a gran escala y purificaciéon de VHH#3E, M5A21/VHH#3E y MSA24/VHH#3E para estudios
farmacocinéticos en ratones

Se inicio un cultivo de 3 litros para TNF3E monovalente y para MSA21/VHH#3E o MSA24/VHH#3E biespecificos y
se purificaron tal como se describe en el ejemplo 11. Fue necesaria una etapa de purificacion extra para la
eliminacién de endotoxinas. Por tanto, se purificaron las muestras en una columna de polimixina (BIO-RAD). Se
analizaron las muestras para determinar la concentracion de endotoxinas bacterianas con el ensayo de LAL (lisado
de amebocitos de Limulus, Bio Whittaker). En la tabla 6 se resumen los resultados.

Ejemplo 16: Farmacocinética en ratones

Se les inyectaron, a 9 ratones (OB57/BI6) para cada constructo, por via intravenosa en la cola, 100 ug de
nanocuerpo. Se recupero sangre en diferentes puntos de tiempo (3 ratones por punto de tiempo) y se preparé suero.
Se analizaron muestras mediante ELISA para determinar la presencia de nanocuerpo monovalente o biespecifico tal
como se describe en el ejemplo 14. También se compard K208 con URL49 para detectar los constructos
biespecificos para verificar la integridad de la molécula. En las figuras 8 a 11 se muestran los resultados.

Puede concluirse a partir de los resultados que la semivida del nanocuerpo monovalente (40-45 minutos) mejora de
manera espectacular al preparar un nanocuerpo biespecifico con especificidad para albumina MSA2/NHH#3E y
MSA24/\VHH#3E (semivida de 2,5 a 3 dias). El nanocuerpo biespecifico MSA21/VHH#3E permanece intacto incluso
tras 19 dias en los ratones tal como se muestra en ELISA con URL49 (figura 11).
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Ejemplo 17: Ampliacién adicional de la semivida de nanocuerpos

Para aumentar la semivida de MSA21/TNF3E y MSA24/TNF3E incluso adicionalmente, se prepard un nanocuerpo
trivalente mediante la fusion del constructo bivalente MSA21-MSA21 al nanocuerpo especifico de diana TNF3E. Se
sometio a prueba el MSA21/MSA21/TNF3E resultante (tabla 7 y SEQ ID NO: 9) in vivo segun el método del ejemplo
16.

Ejemplo 18: Inmunizacién de la llama 002

Se inmunizé 1 llama con VWF. En la tabla 7 se resume el esquema de inmunizacion.

Ejemplo 19: Clonacién de repertorio y preparacion de fagos

Se preparo la biblioteca tal como se describe en el ejemplo 2. El tamafio de la biblioteca era de 1,4 x 107 ufc, y >90%
de los clones contenian el inserto de tamafo correcto. Se prepararon los fagos tal como se describe en el ejemplo 3.

Ejemplo 20: Seleccion de agentes de unién para VWF que inhiben la interacciéon con colageno: primera y segunda
tanda de cribado

Se recubrié un pocillo en una placa de microtitulacion con vVWF 2 pug/ml o con PBS que contenia caseina al 1%. Tras
incubacion durante la noche a 4°C, se bloquearon los pocillos con PBS que contenia caseina al 1%, durante 3 horas
a TA. Se afadieron 200 pl de fagos a los pocillos. Tras incubacién durante 2 horas a TA, se lavaron los pocillos 10
veces con PBS-Tween y 10 veces con PBS. Se eluyeron especificamente los fagos con 100 pul de colageno tipo llI
100 pg/ml. Se realizaron las eluciones durante la noche a temperatura ambiente. Se permitié que los fagos eluidos
infectasen células TG1 con crecimiento exponencial, y luego se sembraron en placas de LB-agar que contenia
ampicilina 100 pg/ml y glucosa al 2%. Se repitié este experimento para una segunda tanda de cribado, en las
mismas condiciones tal como se describié anteriormente. En las tablas 8 y 9 se presentan los resultados del cribado.

Ejemplo 21: Caracterizacion funcional de agentes de unién de vVWEF: inhibicién de la unién de vVWF a colageno
mediante VHH

Se recubrié una placa de microtitulacion durante la noche a 4°C con colageno tipo Il a 25 pg/ml en PBS. Se lavo la
placa cinco veces con PBS-Tween y se bloqued durante 2 horas a temperatura ambiente con PBS que contenia
caseina al 1%. Se lavo la placa cinco veces con PBS-Tween. Se mezclaron 100 pl de vWF 2 pg/ml (se preincuba
vWF a 37°C durante 15 minutos) con 20 pl de extracto periplasmatico que contenia un anticuerpo VHH (descrito en
el ejemplo 6) y se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente en los pocillos de la placa de
microtitulacion. Se lavé la placa cinco veces con PBS-Tween. Se diluy6é un anticuerpo monoclonal anti-vWF-HRP
(DAKO) 3.000 veces en PBS y se incubd durante 1 hora. Se lavo la placa cinco veces con PBS-Tween y se detecto
la unién de VWF con ABTS/H,O,. Se midieron las sefiales tras 30 minutos a 405 nm. En la tabla 10 se presentan los
resultados, mostrando qué inhibidores se obtienen tras la primera y la segunda tandas de cribado.

Ejemplo 22: Expresion y purificacion de VHH

Se preparo la proteina y se purificd tal como se describe en el ejemplo 9.

Ejemplo 23: ELISA: unién a vVWF

Se recubrié una placa de microtitulacion con vVWF 2 pg/ml, durante la noche a 4°C. Se bloquearon las placas durante
dos horas a temperatura ambiente con 300 pl de caseina al 1% en PBS. Se lavaron las placas tres veces con PBS-
Tween. Se incubaron series de dilucién de todas las muestras purificadas durante 2 horas a TA. Se lavaron las
placas seis veces con PBS-Tween, tras lo cual se detectd la unién de VHH mediante incubaciéon con AcM de ratén
anti-myc 1/2000 en PBS durante 1 hora a TA seguido por conjugado de anticuerpo anti-ratén-HRP 1/1000 en PBS,
también durante 1 hora a TA. Se realizé la tincion con el sustrato ABTS/H2O, y se midieron las sefiales tras
30 minutos a 405 nm. En la figura 12 se indica la union en funcion de la concentracion de VHH purificado.

Ejemplo 24: ELISA de inhibicién con VHH purificado

Se realiz6 ELISA de inhibicion tal como se describe en el ejemplo 20 pero con concentraciones decrecientes de VHH
y con plasma humano a una dilucién de 1/60 en lugar de con VWF purificado. En la figura 13 se representan los
resultados. En la tabla 10 se proporciona la concentracion de VHH que da como resultado una inhibicion del 50%
(C150).

Ejemplo 25: Construccion y secuencia de constructos biespecificos

Se prepararon constructos biespecificos con el primer VHH especifico para albumina (MSA21) y el segundo VHH
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especifico para VWF. Se prepararon constructos tal como se describe en el ejemplo 11. En la tabla 4 se muestran
las secuencias (SEQ ID NO: 19 a 21)

Ejemplo 26: Expresion y purificacién de constructos biespecificos

Se expreso la proteina y se purificd tal como se describe en el ejemplo 9. Fue necesaria una etapa de purificacion
extra en Superdex 75 para la eliminacion de cierto producto de degradacién monovalente (5-10%).

Ejemplo 27: Funcionalidad de ambos VHH en el constructo biespecifico

Se recubrié una placa de microtitulacion con albumina sérica de raton 5 pg/ml durante la noche a 4°C. Tras lavar la
placa, se bloquearon los pocillos durante 2 horas con PBS-caseina al 1%. Se permiti6 que las proteinas
biespecificas se unieran a los pocillos durante 2 horas a TA. Tras lavado, se afadié plasma humano, de perro y de
cerdo a diferentes diluciones y se permitié que se uniera durante 2 horas a TA. Se detect6 la union de vWF con
anticuerpo anti-vWF-HRP de DAKO a una dilucién 1/3000. Se realizé la tincion con ABTS/H;0.. En la figura 14 se
muestran los resultados e indican que la funcionalidad de ambos VHH se conserva en el constructo biespecifico.

Ejemplo 28: Inhibicién de la unién de VWF a colageno mediante los constructos biespecificos en comparacién con
los VHH monovalentes

Se sometié a prueba la inhibicién para la unién de vWF a colageno para constructos monovalentes en comparacion
con constructos biespecificos tal como se describe en el ejemplo 20. En la tabla 11 se resumen los valores de CI50.
Los resultados indican que las propiedades inhibidoras de VHH se conservan en el constructo biespecifico.

Ejemplo 29: Construccidon de un constructo biespecifico que contenia un fragmento de VHH-CDR3 fusionado a un
VHH anti-albumina sérica

Se amplificé una parte funcional, la region CDR3 de MP2F6SR, usando un cebador sentido ubicado en la region de
entramado 4 (cebador directo de CDR3 de F6:CTGGCCCCAGAAGTCATACC) y un cebador antisentido ubicado en
la region de entramado 3 (cebador inverso de CDR3 de F6:TGTGCATGTGCAGCAAACC).

Para fusionar el fragmento de CDR-3 con el VHH anti-albumina sérica MSA-21, se realizé una segunda tanda de
amplificacion por PCR con los siguientes cebadores:

Cebador inverso de CDR3 de F6 de Sfi1: GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCTGTGCATGTGCAGCAAACC
Cebador directo de CDR3 de F6 de Not1: GTCCTCGCAACTGCGCGGCGGCCTGGCCCCAGAAGTCATACC

Se realizaron las reacciones de PCR en 50 ml de volumen de reaccién usando 50 pmol de cada cebador. Las
condiciones de reaccioén para la PCR primaria fueron 11 min a 94°C, seguido por 30/60/120 s a 94/55/72°C durante
30 ciclos, y 5 min a 72°C. Se realizaron todas las reacciones con MgCl; 2,5 mM, dNTP 200 mM y 1,25 U de ADN
polimerasa AmpliTaq Gold (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica).

Tras la escision del gen de VHH de los clones de MSA con las enzimas de restriccion Pst1/BstEll, se clonaron los
productos digeridos en pAX11 para obtener clones con un VHH en el extremo C-terminal del sitio de clonacion
multiple. Se examinaron los clones mediante PCR usando cebadores basados en vector. A partir de los clones que
produjeron un producto de 650 pb, se prepard ADN y se usé como vector aceptor para clonar la CDR3 de MP2F6SR
tras la escision del producto de PCR con las enzimas de restriccion Sfi1/Not1 para permitir la expresiéon N-terminal
de CDR3 en fusion con un VHH de MSA.

Ejemplo 30: Calculo de homologias entre anticuerpos de un solo dominio anti-diana de la invencién

Se calculé el grado de homologia de la secuencia de aminoacidos entre anticuerpos de un solo dominio anti-diana
de la invencién usando el editor de alineacion de secuencias Bioedit. Los calculos indican la proporcion de residuos
idénticos entre todas las secuencias cuando se alinean mediante ClustalW. (Thompson, J.D., Higgins, D.G. y
Gibson, T.J. (1994.) CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through
sequence weighting, position specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, presentado,
junio de 1994). La tabla 12 indica la homologia de fraccién entre VHH anti-albumina sérica de la invencion. La tabla
13 indica la homologia de fraccion entre VHH anti-TNF-alfa de la invencién. La tabla 14 indica la homologia en
porcentaje entre VHH anti-IFN-gamma de la invencion. La tabla 15 indica la homologia de fraccion entre VHH anti-
VvWF de la invencién.
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Dia de inmunizacion HSA
Llama 006
0 100 png
7 100 png
14 50 ng
21 50 ng
28 50 ng
35 50 ng
Tabla 2: Resultados tras una y dos tandas de cribado con albimina sérica de raton tal como se describe en el
5 ejemplo 5.
Primera tanda Segunda tanda
Ufp de albtimina sérica de ratdn 2,5x 10’ 2,5x 10’
Ufp de caseina 5x 10° 2,5x10°
Enriquecimiento 5.000 10.000
Tabla 3: Se seleccionaron clones tras una y dos tandas de seleccion y se prepararon extractos periplasmaticos. Se
analizaron estos clones en ELISA para determinar la unién a albumina humana y de ratén tal como se describe en el
10 ejemplo 6.
Primera tanda Segunda tanda
Albumina sérica de ratén mediante ELISA 1/16 15/16
Albumina sérica humana mediante ELISA 1/16 15/16
Caseina mediante ELISA 0/16 0/16

ES 2466716 T3

Tabla 1: Esquema de inmunizacion segun el ejemplo 1

Tabla 4: Lista de secuencias

NOMBRE SEQID SECUENCIA
i Anticuerpo anti-albumina sérica de raton

| MSAZ21 i QVQLQESGGCGLVQPGES LRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSGISS
LGDSTLYADSVRKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPGG

RGTQVTIVSS
i MSAZ24 2 QVOLEESGGGLVOPCGHNSLRLSCAASGFTFRNFGMSWVRQAPGKEPEWVSSISG
i SGSNTIYADSVKDRITI SRDNAKSTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLSRES

l QETQVTVSS
15 [Msr210 |3 QVQLQESGEGLVQPGESLRLTCTASGFTFS SFGMSWVRQAPGKGLEWVSAISS
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DSGTKNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGESPSSQ
GTQVTVSS

QVOLOESEGGLVQPGESLRLTCTASGRTFRSFGMSWVRQAPCGKGLEWVSAISA

DGESDKRYADSVKGRFTISRDNGKEMLILDMNSLKPEDTAVYYCVIGRGSPASQ
GTQVIVSS

MSaclé

AVOLVESGGGLVQAGDSLRLSCVVSCETTF S SARMGWEFRQAFPGKEREFVEAIKW
SGTSTYYTDSVKGRFTISRDNVINTVYLOMNNLXPEDTGVY TCAADRDRYRDR
MGPMTITTDFRFUGQGTQVTVSS

MSACIL
2

25

QVKLEESGGGLVOTGESLRL:SCAASGRTFSSFAMGWFRCAPGREREFVASIGS
SCITWNYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTGLCYCAVNRYGIPYR
SETQYOQNWGQGTQVTVES

MSAcll
G

30

EVQ ESGGGLVQPGGSLRLSCAASuLTFNDYAM”WXRQAPGKERDNVATISL
GGRTYYADSVKGRFTISRONAKNTVYLOMNSLKPEDTAIYYCVAHRQTVVRGE
YLLWGEQGTQVTVSS

MSAcll

4

QVQLVESGGKLVQAGGSLRLSCAASGRTFENYAMGWFROAPGRKEREFVAGSGR
SNSYNYYSDSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAASTNLWPRD
RNLYAYWGQGETQVIVSES

MSacll
6

32

EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRSLGIYRMGWFROVPGRKEREFVARAISHW
SGGTTRYLDSVKGRFTISRDSTKNAVYLOMNSLKPEDTAVYYCAVDSSGRLYW
TLSTESYDYWGQGTQVTVSS

MSAcClL

S

QVOLVEFGGGLVOAGDSLRLSCAASGRSLGIYKMAWFRQVPGKEREFVAAISW
SGGTTRYIDSVRGRFTLSRDNTKNMVY LOMNSLKPDDTAVYYCAVDSSGRLYW
TLSTSYDYWGQGTQVTVSS

MSAacls

EVQLVESGGGELVQAGGESLSLSCARSGRTFSPYTMGWFRQAPGKEREFLAGVTW
SGSSTFYGDSVKGRFTASRDSAKNTVTLEMNSLNPEDTAVY YCAAAYGGGLYR
DPREYDYWGRGTQVTVSS

Mseclli

(€8
[£)}

AVQLVESGGGLVQAGGSLELSCAASGFTLDAWPIAWFROAPGKEREGVECIRD
GTTYYADSVKGRFTISSDNANKTVYLQTNSLKPEDTAVYYCARPSGPATES5SH

. TPGIYWNLRDDYDNWGQOGTQVTVSS

MSacll

5

36

EVQLVESGCGLVQAGGESLRLSCAASGFTFDHY TIGWFRQVPGKEREGVSCISS
SDGSTYYADSVXGRFTISSONAKNTVY LOMNTLEPDDTAVYYCAAGGLLLRVE
ELQASDYDYWGQCGIQVTVSE

MSacls

37

AVQLVDSGEGLVOPGGSLRLSCTASSGFTLDYYAIGWFRQAPGKEREGVACISN
SDGSTYYGDSVKGRFTISRDNAKTTVYLOMN SLKPEDTAVYYCATADRHYSAS
HHPFADFAFKSWEQETQOVTVES

MSacl?

38

EVQLVESGGGLVQOAGGSLRLSCAAYGLTFWRAMMAWERRAPGKERELVVARNW
GDGSTRYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAAVRTYGSAT
YDIWGQGTOVTVES

MSAC12
0

EVOLVESGGGLVQDGESLRLSCIFSGRTFANYAMGHIFRQAPGKEREFVARINR
NGGTINYADALKGRFTISRONTINTAFLOMNSLKPDDTAVYYCAAREWPFSTI
PSGWRYWGQGTQVTVSS

MSAacls

DVQLVESGGGWVQPGESLRLSCAASGPTASSHAIGWFRQAPGKEREFVVGINKR
GGVTRDYADSVRKGRFAVSRDNVKNTVY LOMNRLKPEDSAIVICRARPEYSFTA
MSKGDMDYWGKGTLVTVSS

| Anticuerpo anti-albimina sérica de ratén/anticuerpo anti-TNF-alfa

QVQOLOESGGECLYVQPGGESLRLSCEASCFTFSRFGMTWVROAPGKGVEWVSGISS
LGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVY YT IGGSLINPGG
OCTQVTVSSEPKTPKPOPARAQVOLQESGECLVQPGEELRLSCAASGRTFSDHSGYT
YTICGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGRNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPE
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;DTAVYYCAARDGiPTSRSVESYNYWGQGTQVTVSé

MSAZ4
VHE{3E

[¢3 )

OVQLOESGGELVQPGNSLRLSCAASGFTFRNFGMSWVROAPGKEPEWVESISG
SESNTIYADSVKDRFTISRDNAKSTLYLQMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLSRSS
QETQVTVS SEPKTPRKPQOPAAAQVOLOISCEGLVQPEGSLRLSCAASGRTFSDHSEYT
YTIGNFROAPGKEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLERPE
DTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGRGTQVTVSS

MSAZ210
/

/
VHH%3E

OVOLOESGGGLVQPGRSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSAISS
DESGTINYADSVKGRFTISRDNAXKXMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPSSQ
GTOVTVSSEPKTPKPQPAARQVQLOESCEGLVOPGGSLRLSCAASGRTFSDHSGYTY
TIGWFRO2PGKEREFVARI YRSSGNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPED
TAVYYCRARDGIPTSRSVESYNYWGQCTOQVTVSS

MSZ232
/
VHE#3E

OVOLOESGGGLVOPGGSLRLTCTASCFTFRSFEGMSWVRQAPGKGLEWVEATISA
DGESDKRYADSVKGRFTISRDNGKRMLTLDMNSLEKPEDTAVYYCVIGRGSPASQ
GTQVTVSSEPKTPKPQPARAQVOLOESGGGLVOPGGSLRLECAASGRTFSDHSGYTY

TIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGREFAISRDIAKINTVDLTMNNLEPED
TAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQCTQVIVSS

MSA21/
MSA2:/
VHH#2E

QVQLQESGEGLVOPGESULRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSEGISS
LGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLEKPEDTAVYYCTIGGSLNPGG
OGTOVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLQESGGELVQPEGESLRLSCEASGFTFSRE
GMTWVROAPGKGVEWVSGISSLGDSTLYADSVKGRFTLSRDNAKNTLYLQMNS
LEPEDTAVYYCTIGESLNPGGQETOVIVSSEPKTPRKPOPARAQVOLOTSGGEL
VOPGESLRLSCAASGRTFSDHSGYTYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTY
YADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVESYN
YWGOGTQVTIVSS

MSAZ10
/VHHEL

10

OVOLOESGGGLVQPGGSLRLTCTASGEF TFSSFGMSWVROAPGKGLEWVSAISS
DSGTKNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVY YCVIGRGSPESQ
GTOVTVSSEPKTPKPOPAARQVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCATSGFDFSVSW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYVDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMDST
IPEDTALYYCARSPSGSFRGQGTQVIVSS

MSAZ10
/VEHES

OVOLOESGEGLVOPCGSLRLTCTASGF TFSSFEGMSWVROAPGKGLEWVEATSS
DSGTKNYADSVKGRFTISRDNARKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGEPSSQ
@TOVTVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESGGCLVQPGGSLRLSCAASGSIFRVNA
MGWYRQVPGNOREFVAIITSGDRLNYADAVKGREFTISTDNVEKTVYLOMNVIK
PEDTAVYYCNATLQTSRWSIPSNYWGQETQVTVSS

MSRZ210
/VHH#1
3

QVCLOESGGELVQOPGGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSAISS
DSGTKNYADSVKGRFTISEDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPSSQ
GTOVIVSSEPRTPKPCPAAAQVOLOESGGEGLVQPGESLRLSCATSGFTFEDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSTVNTNGLITRYADSVKGRFTISRDNAKY TLYLQMNSL
KSEDTAVYYCTKVVPPYSDDSRTNADWGQGTOVTVSS

MSA210
/VHHZ2

OVOLOESGGELVQPGEGSLRLTCTASGFTFS SFEGMSWVRQAPGKGLEWVSAISS
DSGTKNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPSSQ
GTOVIVSSEPKTPKPOFPAARQVQLOESGEGLVOPGGSLRLSCAASGRTFSDES
GYTYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTYYADSVRKGRFAISRDIAKNTVDL
TMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQGTQVTIVSS

MSAE210
/VHEH#3

QUVQLQOESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFS SFGMSWVRQAPGKGLEWVSAISS
DSGTKNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYCVIGRGSPSSQ
GTOVTVSSEPKTPRKEPOPARROVOLODSGEGGLVQOAGESLRLSCAVSGRTFSAHS
VY TMGWFROAPGKEREFVARIYWSSANTYYADSVKGRFTI SRONAKNTVDLLM
NSLKPEDTAVYYCAARDGIPTSRIVGSYNYWGQGTQVIVES

MSaz1/
VHHELD

[y
(43}

QVOLOESGGEGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSGISS
LGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLY LOMNSLKPEDTAVYYCTIGGELNPGG
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B QETQVIVSSEPKTPKPQPARAQVOLQESGCGLVQPEESLRLSCARSGFESENHE
WMYWVROAPGKGLEWVSTVNTNGLITRYADSVKGRFTI SRONAKY TLYLOMNS
LKSEDTAVYYCTKVLPPYSDDSRTNADWGCGTQVTVSS

Mga2a/ | 16 t QVQLOESGGEGLVQPGNSLRLSCAASGF TFRNFEMSWVRQAPGREPEWVSSISE

VHHH1Z | SGSNTIYADSVKDRFTISRDNAKS TLYLQMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLSRSS

OGTQVIVSSEPKTPRKPQPARANAQVQLOESGGGLVQPGGESLRLSCARSGFEFENH
WMYWVRCAPGRGLEWVSTVNTNGLITRYADSVKGRFTISRDNAKYTLYLOMNS
LKSEDTAVYYCTKVLPPYSDDSRTNADWGQGTQVTVSS

MSA210 | 17 QVCLOESGGGLVOFPGGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVRQEPGKGLEWVSAISS
/VHER1 DSGETXNYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVVYCVIGRESPSSO
2B GTQVIVSSEPKTPKPOPAAAQVQLOESGGGLVQPEGESLRLSCAASGREFENHY
MYWVRQAPGKGLEWVSTVNTNGLITRYADSVKGRFTISRDNAKYTLYLOMNSL
KSEDTAVYYCTKVLPPYSDDSRTNADWGQGTQVTVSS
MSAR212 | 18 QVOLQESGGGLVQOPGGSLRLTCTASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGLEWVSAI SA
/VHE{#L DGSDKRYADSVKGRFTISRONGKKMLTLDMNSLKPEDTAVYYCVIGRGSPASQ
; 2B GTQVIVSSEPKTPRKPQPAAAQVQLQESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFEFENHW

MYWVRQAPGKGLEWVSTVNTNGLITRYADSVKGRFTISRDNAKYTLYLOMNSL
KSEDTAVYYCTKVLPEYSDDSRTNADWRGQGTQVTVSES

Anticuerpo anti-albumina sérica de ratén/anticuerpo anti-vWF

MSA21/A M-2-75

19

QVQLOQESGECELVQPGESLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEWVSGIS
SLGEDSTLYADSVKGRFTSRONAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
GOGTRVIVSSEPKTPKPQPAZAQVOLOESGGALVQPGGSLELSCALSGFNEN
WYPMSWVRQAPGKGLEWVSTISTYGEPRYADSVKADSPSSETTPTTRCICNE
QPETEDTAVYYCARGAGTSSYLPQRGNWDOGTCOVTVSS

MSA21/A M-

4-15-3

20

QVOLQESGEGLVQOPGGSLRLSCEASCFTFSRFGMTWVROAPGKGVEWVSGIS
SLGDATLYADSVKGRFTSRDNAKNTLVLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSINDG
GOCTOVTVS SEPKTPKPOPAAROVOLODSGEELVOPGGSLRLACAASGST FS
INSMGWYRQAPCGKQRELVAHALADGSAS YRDSVKGRFTI SRDNAKNTVYLOM
NSLKPEDTAVYYCNTVPSSVTREYWAQETQVTVSS

MSA21/2 2-4L-16

21

QVOLQESGGGLVOPGGSLRLSCEASGFTFSRFEMTWVRQAPGKGVEWVSCGIS
SLGDSTLYADSVKGRFTSRDONAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLNPG
GOGTQVTVESEPKTPRPQPAAAQVOLVESGGELVQAGGESLRLSCAASGRTFS
SVAMGWFROAPGKEREFVAA ISWSGESTYYADSVEGRFTISRDNARKNTVYLO
MNSLEPEDTAVYYCVADTGGISWIRTOGYNYWGOGTOVTVSES

Anticuerpo anti-albumina sérica de raton/anticuerpo anti-IgE

MSA 21/ EV 2H11

22

OVQLOESGEGLVOPGESLRLSCEASGH T FSRFGMTWVRCAPGKGVENW
VSGISESLGDSTLYADSVKGREFTISRONAKNTLY LOMNSLKPEDTAVY
YCTIGGSENFPGGQGTOVIVS SEPKTPRKPQPAAAQVQLOESEGGLVOA
GGESLRLSCAASGVTFESYAMGWFROAPGEEREFVASITWIGTETYYA
DSVKGRFTISRDHAGTTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAVDRRSSTY VLM
KGEYDYRGRGTQVTVSS

MSA 24/ Ev 2H11

23

QVQLOESGGELVQPGNSLRLSCAASCFTFRNFGMSWVRQAPGRKERPEW
VSSISGSEENTIYADEVKDRFTISRDNAKSTLYLOMNSLEKPEDTAVY
YCTIGGSLESRSSOGTIQVIVESEPKT2PKPOPRAAQVOLOESGGGLVQR
GGSLRLSCAASGVIFSSYAMGWFROAPGEEREFVASITWIGTGTYYA
DSVKGRFTISRDHAGTTVYLMMISLEPEDTAVY YCAVDRESSTY YLM
KGEYDYRGRGTQVTIVES

MSA

24

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEW

210/ EV 2H11

VEAISSDSETRNYADSVECRFTISRDNARKMLFLOMNSLRPEDTE
YCVIGRGSPESSQETOVTVS SEPKTPKPOPAAROVOLOESGGELVQAG
GSLELSCAASGVIFSSYAMGWERQAPGREREFVASITWTGTGTYYAD
SVKGRFTISRDEAGTTVYLOMNSLIPEDTAVYYCAVDRRSSTYYLMK
GE¥DYRGRETQVIVES

| Anticuerpo anti-albimina sérica de ratén/anticuerpo anti-IFN-gamma
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QVOLOESGGELVOPGGSLRL,SCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGKGVEN
VSGISSLGDSTLYADSVKGRIFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVY
YCTIGGSLNPGGEQGETQVTVSSEPKTPRPQPAAAQVKLEE SGEELYOA
GGSLRLSCAASGRTFNNYNMGWFRQAPGKEREFVAATSWNGGSTYYD
DSVKGRFTISRDONANNLVYLOMNSLNFEDTAVYYCACAANPYGIPQY
RENRYDFWGQGTQVTVSS
QVQLQESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFRINFGMSWVRQAPGKEDPEW
VSSISGSGSNTIYADSVKDRFTISRDNAKSTLYLOMNSLEPEDTAVY
YCTIGGSLSRSSQGTQVTVSSEPKTPKPOPAAARVOLVESGGGL VYT
GDSLRLSCVASGGTF SRYAMGWFROAPGKEREFVARIGYSGRSISYE
TSVEGRFAISRDNAKNTVYLQOMNSLKPEDTAVYYCASLVSGTLYOAD
YWGQGTQVTVSS

MSn 21/ 25
MP2F&SK

MSA 27 QVOLQESGGGLVQPGGSLRLTCTASGFTFSSFEGMSWVRQAPGKGLEW
2106/ VSAISSDSGTENYADSVKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVY
MP3HESR YCVIGRGSPSSQCETOVTVSSEPKTPKPQPARAQVOLOESGGGLVOAG
A GSLRLSCAASGRTFS IYNMGWFROAPGKEREFVAGI SWNGGSIYYTS
SVEGRFTISRDNAENTVYLOMNSLKPEDTGVYYCASKGRPYGVPSPR
OGDYDYWGQGT
QVTVSS

Tabla 5: Afinidades (koff, kon y KD) para agentes de unién a albumina tal como se determina mediante BIACORE tal
como se describe en el ejemplo 13.

5
Kon (10°M7s™) | Kot (10°s7) Kp [nM]
MSA21 3,4 420 12
MSA24 6,4 1800 28
MSA212 3, 9330 250
MSA21/TNF3E 2,3 370 16
MSA24/TNF3E 3,1 630 20
MSA212/TNF3E 0,42 490 120
Tabla 6: Resultados para el ensayo de LAL para nanocuerpos monovalentes y biespecificos tras purificacion en
polimixina tal como se describe en el ejemplo 15.
TNF3E monovalente MSA21/TNF3E MSA24/TNF3E
biespecifico biespecifico
Unidades de endotoxina/mg | 0,13 UE/mg 0,75 UE/mg 2,8 UE/mg
de VHH
10

Tabla 7: Esquema de inmunizacion usado para llama 002 segun el ejemplo 17.

Tabla 8: Unidades formadoras de placas (ufp) tras una o dos tandas de cribado con VWF en comparacion con PBS-
15 caseina tal como se describe en el ejemplo 19. Ufp de vWF (antigeno) dividido entre ufp de caseina (una unién

Llama 002 vWF
Dia de inmunizacién
0 100 pg
7 100 pg
14 50 pg
21 50 pg
28 50 pg
35 50 pg

especifica) = enriquecimiento.

Tanda Ufp de vVWF Ufp de caseina Enriquecimiento
Primera 1x10’ 2,5x10° 40
Segunda 5x10° 2,5x10° 200
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Tabla 9: Numero de inhibidores frente a el niumero de clones sometidos a prueba tras la primera y la segunda tandas
de cribado tal como se describe en el ejemplo 20.

Tanda Numero de inhibidores frente a niUmero
de clones sometidos a prueba
Primera 4/800
Segunda 4/96

Tabla 10: concentracién de VHH (nM) necesaria para inhibir la unién de vWF a colageno en el 50% (C150) tal como
se describe en el ejemplo 23.

Tabla 11: Valores de CI50 para nanocuerpos biespecificos contra albumina y contra vVWF tal como se describe en el

Nombre VHH CI50 (nM)
22-2L-34 10
T76 30
A-4-15-3 2
22-41-16 0,5
C37 2
AM-2-75 2

ejemplo 28.
CI50 (nM)
AM-2-75 100
MSA21/AM-2-75 60
AM-4-15-3 155
MSA21/AM-4-15-3 245
22-41-16 100
MSA21/22-4L-16 140

Tabla 12: Homologias fraccionadas entre las secuencias de aminoacidos de VHH anti-albumina sérica de ratén de la

invencion.
SEQ MSA21 MSA24 MSA210 MSA212
MSA21 1,000 0,834 0,800 0,782
MSA24 1,000 0,782 0,791
MSA210 1,000 0,903
MSA212 1,000

Tabla 13: Homologias fraccionadas entre VHH anti-TNF-alfa de la invencion

SEQ
< o |lolwlo|!Slolwlo/“ (88 |lo!|8 |9 |wlw
RS 212 |8 |82\ | | 2| |2 |27
T T T T T T T T T T T T T T T T
T T T T T T T T T T T T T T T
S | s s s s |s|s|s|s|s|(s5|s5|5|s5 |5 |3
VHH#1A [1,000 0,601 (0,764 0,596 0,622 10,600 [0,682 0,629 0,609 0,601 0,614 0,818 0,642 0,747 |0,596 [0,604
VHH#7B --- [1,00010,604 0,635|0,645 0,943 0,653 0,616 0,933 0,933 10,7191(0,593 0,614 0,620 |0,616 |0,624
VHH#2B -— --- 11,00010,62010,645 0,611 0,682 0,661 0,629 0,620 10,637 0,796 {0,634 0,951 |0,620 |0,645
VHH#3E -— -— --- [1,00010,87510,6411(0,7131(0,6891(0,620 0,643 0,612 0,604 0,648 0,596 [0,674 [0,682
VHH#3G -— -— -— --- [1,00010,6511(0,7791(0,7401/0,637 0,637 0,653 0,645 (0,689 0,622 0,708 0,716
VHH#10A | --- -— -— -— --- 1,00010,65810,614 10,935 0,935 0,725 0,592 0,612 0,626 [0,622 [0,637
VHH#2G -— -— -— -— -— --- 11,0001(0,741 10,653 0,669 0,685 0,666 0,746 0,650 0,701 0,717
VHH#1F -— -— -— -— -— -— --- [1,00010,616 0,616 |0,664 [0,661 0,714 0,645 0,709 0,717
VHH#9C -— -— -— -— -— -— -— --- [1,00010,9411(0,7431/0,601 (0,622 0,645 0,600 0,616
VHH#11E | --- -— -— -— -— -— -— -— --- [1,0001(0,7191(0,601 (0,622 0,637 0,608 0,624
VHH#10C | --- -— -— -— -— -— -— -— -— --- 11,00010,6501(0,606 0,637 0,600 0,632
VHH#4B -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— --- [1,00010,61110,796 /0,588 10,629
VHH#10D | --- -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— --- [1,0001/0,6191/0,674 0,674
VHH#12B | --- -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— --- 1,000 (0,604 0,637
VHH#9E -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— --- {1,000 (0,854
VHH#3F 1,000
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% de homologia

Tabla 14: Homologias en porcentaje entre WHH anti-IFN-gamma de la invencidn.
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Tabla 15: Homologias fraccionadas entre VHH anti-vWF de la invencion.

SEQ
D
™ (<] N < o]

Elw |l Z|© ) ST N w

S|~ Q| ~ d| g 2] 2| - | « — o

NI <'ro mﬁrﬁrﬁrﬁr;@;ggggg

P P : ' i ©o ! D 0 ~ ~ ~ ~ ~— \
318|288 |B|2|88)8|2|5|5)8/8|3|5=58/8|8 8

C37 1,00 0,95 0,99 0,59 0,68 10,63 0,63 |0,65 0,59 0,57 |0,59 0,57 |0,61 0,59 0,62 |0,61 0,66 |0,63 0,60 0,97 0,96 0,93 [0,91
C37-hum | --- 1,00 0,94 0,59 P,68 0,63 0,63 |0,65 0,58 P,57 0,60 0,59 [0,61 0,60 0,62 0,62 0,66 (0,63 0,59 0,97 10,98 0,98 0,96
AM-2- -- | -- [1,0010,60 0,68 0,64 0,64 0,66 (0,59 0,57 0,60 0,58 0,62 0,60 0,62 10,62 (0,67 0,64 0,60 0,96 0,95 0,92 0,92
75
22-2L- |- |— |- [1,0000,77 0,61 0,64 0,71 0,66 0,64 10,64 |0,67 [0,70|0,70 [0,65 0,65 0,66 0,63 0,63 0,59 0,59 10,58 0,58
34
22-4L- -~ |- |- |-- (1,00 0,710,70 0,80 (0,70 0,73 0,69 0,70 0,73 0,72 0,70 /0,68 0,73 0,69 0,71 0,67 |0,67 0,68 |0,68
16
T76 - |- |- 1--1-- [1,000,77 0,68 0,59 0,62 0,61 0,61 0,62 (0,61 0,65 0,60 0,69 0,65 0,65 0,62 0,62 0,61 0,61
AM-4- -~ |- |-1]-- |- |- [1,00 0,66 (0,65 0,61 0,62 0,63 0,65 (0,65 0,62 0,67 [0,69 0,68 0,62 0,63 |0,63 0,62 |0,62
15-3
A50 - |-|-1--1— |- |- [1,000,67 0,70 0,66 0,67 0,70 0,67 0,68 |0,68 [0,69 0,67 0,69 0,64 |0,64 [0,64 |0,64
153 - |-|-1{-1- |- |- |- [1,000,63 0,69 0,70 0,72 0,72 0,64 |0,65 0,66 0,65 0,63 0,58 |0,58 0,56 |0,56
729 - |-|-]|-1—-|-1-—|— |- [1,00 0,64 0,64 0,67 0,68 0,71 0,64 [0,63 0,61 0,66 0,56 |0,56 0,56 |0,56
M53 — = |— |— |—= [—= = [= [—= [~ }1,00/0,70]0,70 0,72 0,67 0,60 0,64 10,64 0,69 0,59 0,59 10,58 0,60
2M-4L- |- |- |- |- |- |- |- |-|-- |- |- [1,000,8810,85 0,66 0,63 0,64 0,62 (0,62 0,57 |0,57 0,57 |0,57
79
2AM-4L- |- |- |- |- |- |- |- |-|- |- |- |- [1,00(0,88 0,70 /0,65 0,67 0,64 0,64 [0,61 0,61 0,60 |0,60
129
2AAL- [ | [ [ |~ === 1= = - []— |- 1,000,66 10,64 0,65,64 0,62 0,58 0,58 |0,58 |0,58
34
2M-4L- |- |- |- |- |- |- |- |-|-|- |- |- |- |- [1,00/0,63 0,65 0,620,70 0,62 0,62 0,60 0,60
78
2LA1- - |- -] |-|-- |- |- |- [|1,0010,65 0,62 0,60 0,60 |0,61 0,60 |0,60
15
3P131 | | | | [ = [ == === === T]-=1--1,0010,8910,67 10,65 0,65 0,64 0,64
3L-41 | = === === === [~ = |- |- h,00)0,650,630,6310,62 0,62
3P2:31 | | | | [ = [ === === |=|—=T]—=1-—=1-=1-=ho0l580,580,57 0,57
C373 | | |~ [T =|=J]=J=T1=1=T]=T=T1T=T1-=1=1T-=1-1,000,9910,951,04
C37-4 | | | [~ [ === ]=|=]=]= ===~ —=1—=1]-= |-~ h,0010,96,05
C37-8 | |— |~ ||| |=]=J]=J=1=T]=T=TJT—=1-=1=T=1=1-=1-=T,00Dp,08
C37-10 | | | | [~ [~ === |=]= === ]=|—=|=]=]=1=1=1]- ho0
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REIVINDICACIONES
Constructo polipeptidico que comprende:
- al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra una diana terapéutica y/o de diagndstico, y
- al menos un anticuerpo de un solo dominio dirigido contra albumina sérica humana, que es
a) SEQIDNO: 1,0
b) un anticuerpo VHH de Camelidae humanizado que es una secuencia homdloga que presenta una
identidad de secuencia de mas del 90% con una secuencia representada por SEQ ID NO: 1, y que da
reaccion cruzada entre albumina sérica de cerdo, humana, de raton, de hamster y de conejo.
Constructo polipeptidico segun la reivindicacion 1, en el que:

- el numero de anticuerpos de un solo dominio anti-diana es de al menos dos, y

- al menos dos anticuerpos de un solo dominio anti-diana no comparten la misma secuencia, o todos los
anticuerpos de un solo dominio anti-diana comparten la misma secuencia.

Constructo polipeptidico segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el al menos un anticuerpo de un solo
dominio que es un anticuerpo VHH de Camelidae humanizado y que es una secuencia homodloga que
presenta una identidad de secuencia de mas del 90% con una secuencia representada por SEQ ID NO: 1
puede unirse a su diana con una afinidad mejor que 10 M.

Constructo polipeptidico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que una diana es TNF-alfa.

Constructo polipeptidico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que una diana es VWF.

Acido nucleico que codifica para un constructo polipeptidico seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 13
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Figura 14
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